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IMrRODUCCION
En la década de los 80 tiene lugar una explosión de interés científico de los miembros
del géneroAeromonas como patógenos para el hombre y animales debido, principalmente.
a la asociación de estas bacterias con procesos gastroentéricos humanos. Actualmente,
existen otras áreas de interés creciente, como la compleja taxonomía y los factores asociados
a la virulencia, potencialmente responsables de infecciones humanas y animales.
En distintas partes del mundo se han descrito procesos gastroentéricos asociados,
aunque no necesariamente causados por Aeromonas spp. (Gracey y col., 1982; Janda y
Duffey, 1988; Altwegg y Geiss, 1989); al parecer esta asociación esmás frecuente en niños
menores de 2 aflos, adultos mayores de 50 años y personas inmunodeficientes (Burke y
col., 1983a; Agger, 1986; San Joaquin y Pickett, 1988; Kuijper y col., 1989a; Gluskin y
col., 1992) habiéndose detectado un mayor número de casos en verano (Burke y col.,
1984b; Agger y col., 1985; Nishikawa y Kishi, 1988; Wilcox y col., 1992). En general, las
cepas poseen factores indicadores de virulencia como enterotoxinas, citotoxinas,
hemolisinas, proteasas y o capacidad invasiva, aunque no está clara la repercusión relativa
de estas propiedades en la patogenicidad, de modo que no todas las cepas que las poseen
parecen ser virulentas, siendo necesaria la combinación de estas propiedades bacterianas
con factores predisponentes en el hospedador para que aparezca la diarrea (Kirov, 1993).
La hospitalización, terapia antimicrobiana, neutralización del ácido gástrico o inhibición de
la secreción ácida, enfermedades hepáticas o desórdenes intestinales, así como las cirugías
gástrica o entérica, cáncer de colon, hemorragias gastrointestinales e inflamaciones
idiopáticas se consideran factores predisponentes por parte del hospedador (Goodwin y
col., 1983; George y col., 1985; Moyer, 1987).
No existe un modelo animal que permita reproducir la diarrea asociada a Aeromonas,
por lo que los postulados de Koch, necesarios para considerar a un microorganismo como
agente causal de una enfermedad infecciosa, no se cumplen (Janda, 1991). Pazzaglia y col.
(1994) han intentando establecer un modelo animal administrando 108 ufe/dla durante 4 días
a ratones alimentados con dietas hipoproteicas, sin detectar síntomas de enfermedad en
ningún animal. Morgan y col. (1985), observan que sólo dos personas de 57 voluntarios
sanos desarrollaron diarrea tras ingerir dosis superiores a 1010 bacterias procedentes de
heces diarreicas y con capacidad toxigénica. Sin embargo, en este estudio no se tienen en
cuenta las propiedades adhesivas de las cepas o el nivel de inmunidad de estas personas.
La principal fuente de infección parece ser el agua. Así, se han detectado recuentos
elevados de Aerornonas en, prácticamente, todos los tipos de aguas, incluso en las
sometidas a cloración (Hazen y col., 1978; Burke y col., 1984b; Schubert, 1991).
considerándose el agua no tratada como un importante factor de riesgo (Moycr, 1987>.
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El aislamiento de estos microorganismos a partir de alimentos es un hecho frecuente
(Callister y Agger, 1987; Okrend y col., 1987; Abeyta y Wekell, 1988; Nishikawa y Kishi,
1988; Palumbo y col., 1989) por lo que, potencialmente, pueden incluirse dentro de los
patógenos causantes de toxiinfecciones alimentarias (Buchanan y Palumbo, 1985; Morgan y
Wood, 1988; Wadstil5m y Ljungh. 1991). Además, Palumbo (1986) y Beuchat (1991)
entre otros autores, comprueban que ciertas cepas, incluso enterotoxigénicas, son
psicrótrofas por lo que la refrigeración de los alimentos no sería suficiente para frenar su
desarrollo.
Numerosos investigadores han detectado enterotoxinas producidas por este grupo
bacteriano (Burke y col., 1981b; Palumbo y col., 1987; Houston y col., 1991; Condon y
col., 1992) incluso en alimentos refrigerados (Majeed y MacRae, 1991). Esto supondría
que la presencia de un número elevado de Aeromonas en alimentos no sólo significarfa un
riesgo de infección, sino también de intoxicación. No obstante, los pocos casos de
gastroenteritis asociados a Aeromonas registrados hasta el momento, presentan un periodo
de incubación demasiado largo (> 6h.) como para ser reflejo de una intoxicación (Tabla
1.1).
El controvertido papel de Aeromonas spp. móviles en las toxiinfecciones alimentarias
es una realidad desde que los estudios microbiológicos. epidemiológicos, clínicos e
inmunológicos indican que, al menos algunas cepas, son enteropatógenas.
1.1. - Taxonomía
1.1.1. - Precedentes históricos
El primer autor que describió un miembro perteneciente al actual género Aeromonas
fue, probablemente, Zimmennarrn (1890). Este investigador aislé una bacteria del agua
potable de la ciudad de Chemnitz que se caracterizaba por su crecimiento puntiforme en agar
gelatina, por lo que la denominó Bacillus puncratus. En años posteriores, varios autores
describieron cepas similares, procedentes de distintos orígenes acuáticos (Frankland y
Franldand, 1889; Burckhardt, 1917) y su denominación pasó de Bacterium punctarum
(Lehmann y Neumann, 1899) aAchronzobacíer punctatum (Bergey y col., 1923), siendo,
posteriormente, transferida al género Pseudomonas, como Rs. punctata (Scbliperclaus,
1930; Hitchner, 1948). Finalmente, en la séptima edición del Manual Bergey (Snieszko,
1957) este microorganismo se registra como Aeromonas punetata.
Un año después de la publicación de Zimmermann (1890). Sanarelli (1891), aisló un
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bacilo de sangre y linfa de rana, que designé como Bacillus hydrophilus fuscas. El estudio
comparativo de este microorganismo con la descripción microbiológica ¡ralizada por Ernst
(1890) dcl bacilo Bacilas ranicida (agente causal de la enfermedad primaveral de las ranas),
llevó a Sanarelli a la conclusión deque las dos especies debían de serías mismas. Además,
este autor rechazó el término ranicida, ya que este bacilo también podía ser agente infeccioso
de peces y animales de sangre caliente. En el Manual Bergey (Bergey y col., 1923) a esta
especie se le denomina Proreus hydrophilus, manteniéndose con este nombre (Reed y
Toner, 1942; Kulp y Borden, 1942; Guthrie y Hitchner, 1943) hasta que se transfirió al
género Pseudomonas (Hitchner, 1948). En la séptima edición del Manual Bergey
(Snieszko, 1957) se reclasificó como Aeromonas hydrophila.
Hammer (1917) es el primer autor que describe la presencia de Aeromonas en
alimentos, al aislar una bacteria en leche alterada que denominé Bacilas ichthyosm¿us.
Entre los primeros investigadores que observaronAeromonas spp. asociadas a infecciones
humanas o animales se cita a Aiken y col. (1936) y Miles y Halnan (1937). En 1954. Hill
y col, aíslan una cepa, a partir de un proceso septicémico desarrollado en un hombre y.
posteriormente, Caselitz (1955) le asigna el nombre de V¡briojamaicensis.
La especie denominada actualmente A. caviae fue descrita por primera vez por
Scherago (1936) como Pseudomonas caviae, agente causante de la septicemia epizoótica de
los cobayas. Más tarde, Liu (1962) y Schubert (1964) establecieron que este bacilo podía
ser una cepa anaerógena del grupoAeronzonas y la llamaronA. puncrata subsp. caviae.
En 1936, Kluyver y van Niel proponen el nombre de Aeromonas; Stanier (1943)
apoya esta iniciativa y, finalmente, la séptima edición del Manual Bergey ( Snieszko, 1957)
incluye este género dentro de la familia Pseudonwnadaceae. La octava (Schubert, 1974) y
novena (Popoff, 1984) edición reclasifican este género dentro de la familia Vibrionaceae.
En 1969 Schubert, describe dos especies: A. hydrophila (con tres subespecies: A.
hydrop/i ¡la, A. anaerogenes y A. proreolytica) y A. punetata (con dos subespecies: A.
puncrwa yA. caviae).
Los datos expuestos, antenormente, se han recogido de los trabajos publicados por
von Graevenitz (1987) y Reina (1992).
En 1976, Popoff y Veron estudiaron el comportamiento de 68 Aeronwnas mesófilas
(anteriormente denominadasA. hydrophila yA. puncunta) frente a 203 pruebas bioquímicas
y fisiológicas, diferenciando A. hydrophita (con las biovariedades X1 y X2) y A. sobria.
Posteriormente, Popoff y col. (1981) pudieron comprobar, estudiando la homología del
ADN. que las tres especies previamente descritas (A. bvdrophila. A. sobria y A. caviar,
6
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esta última sería la biovariedad X2 de A. hydrophila) eran genéticamente distintas y que, al
menos dentro de cada una de ellas, se integraban dos o tres grupos de hibridación, lo que
hacía suponer la existencia de más especies de las que en ese momento podían diferenciarse
bioquimicamente.
1.1.2. - Clasificación
El género Aeromonas está constituido por formas bacilares rectas o curvas, de
extremos redondeados, de 0,3 a 1,0 gm de diámetro y de 1,0 a 3,5 jxm de longitud.
Aparecen como células aisladas, en parejas o formando cadenas cortas. Gram-negativas,
generalmente móviles (hay especies inmóviles) con un único flagelo polar. Anaerobias
facultativas, con metabolismo respiratorio y fermentativo de la glucosa. Catalasa y oxidasa
positivas y resistentes al agente vibriostítico 2,4,diamino-6,7,diisopropilpteridina (0/129).
El porcentaje molecular de G-¡-C del ADN es 57-63 (Bd, Tm) (Joshep y col., 1987).
Las principales características que permiten diferenciar el grupo de Aeromonas spp.
móviles de otros microorganismos frecuentes en los mismos ambientes radican en su
carácter oxidasa positivo, que las diferencia de la familiaEnterobacteriaceae; su capacidad
para fennentar los carbohidratos que las distingue de Pseudomonas spp.; su crecimiento en
caldo nutritivo en ausencia de CíNa y resistencia al agente vibriostético 0/129, en
contraposición al comportamiento de Vibrios spp. halófilos; la producción de DNasa, el
fracaso para metabolizar el inositol y. como se ha dicho anteriormente, la resistencia al
agente vibriostático 0/129 que las distingue de Plesiomonas shigelloides. A diferencia de las
aeromonas móviles y mesófilas Aeromonas salmonicida es inmóvil y no crece a 37
0C
(Holmberg y Farmer, 1984; Popoff, 1984; von Graevenitz, 1985).
Actualmente, el género Aeromonas está incluido junto con Vibrio, Photobacrerium y
Plesiomonas en la familia Vibrionaceae (Popoff, 1984; von Graevenitz, 1985). Estos
autores describen dos grupos de Aeromonas, el primero formado por un grupo homogéneo
y reducido de cepas psicrótrofas, inmóviles, incapaces de crecer a 370C, productoras de un
pigmento pardo soluble en agua, altamente patógenas para peces aunque no para el hombre,
cuya única especie es A. salmonicida. que incluye tres subespecies: salmonicida,
achromogenes y mausocida. El segundo grupo, amplio y heterogéneo, constituido por
aeromonas móviles mesófilas, a menudo denominadas genéricamente como A. hydrophila,
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y dividido en tres especies A. hydrophila. A. caviae y A. sobria. El interés en los últimos
años se ha centrado en este segundo grupo por su implicación en enfermedades humanas.
Las diferencias bioquímicas entre estas tres especies de aeromonas móviles se basan
en la incapacidad de A. sobria de hidrolizar la esculina. crecer en presencia de CNK. utilizar
la L-arginina, L-histidina y L-arabinosa y fermentar la salicina, mientras que, al igual que
A. hydrophila. produce gas de la glucosa, H2S de la cisteina, aunque muestra un
comportamiento variable en el Voges Proskauer (producción de acetoina a partir de la
glucosa). A. caviae, por el contrario, no produce gas, ni H2S, ni acetoina. siendo positiva
(al igual queA. hydrophila) en el resto de las pruebas en las que fracasaA. sobria. (Popoff,
1984).
Colwell y col. (1986) al estudiar las fracciones SS y 16S del ARN, han observado
que la evolución filogenética de las cepas incluidas en el género Aeromonas difieren lo
suficiente de la de los microorganismos pertenecientes a las familias Enrerobacteriaceae y
Vibrionaceae, como para excluirías de esta última, y proponen la creación de la familia
Aeromonadaceae. Ruimy y col. (1994) coinciden en la necesidad de crear esta familia, al
analizar la secuencia de la subunidad pequeña del ARNr.
Los estudios realizados por Fanning y col. (1985), confirmaron los resultados
obtenidos previamente por Popoff y col.(1981), demostrando la existencia de cepas que no
podían incluirse en ninguna de las especies conocidas hasta el momento, así como distintos
grupos de hibridación, en base a la cinética de asociación ADN-ADN, dentro de cada una de
las especies bioquimicamente defmidas.
Alíen y col. ya describieron en 1983 una nueva especie perteneciente al género
Aeromonas, denominada A. media y caracterizada por ser inmóvil y producir un pigmento
pardo.
En 1987, Hickman-Brenner y col., estudian genéticamente 11 cepas que, por su
semejanza con y. cholerae y serornitina descarboxilasa negativas, hablan sido previamente
designadas como “Grupo ent&ico 77”. En este trabajo se comprobó que podrían constituir
una nueva especie (A. veronhi). cuyas principales características bioquímicas radicaban en
carecer de omitina descarboxilasa y poseer arginina dihidrolasa. En este mismo estudio se
comparó la cepa tipo de A. veronii con otras del género Aeromonas, diferenciándose un
grupo con un elevado grado de hibridación genética que sc caracterizaba por ser ornitina
IATRODUCCION
descarboxilasa negativo y arginina dihidrolasa y lisina descarboxilasa positivo; la
confirmaci6n de estos datos conllevaría la existencia de un biogrupo dentro de esta especie
(Fanning y col.. 1985). Hickman-Brenner y col. (1988), comprobaron que 8 cepas
similares a Vibrio darnsela, aunquecrecían en ausencia de CINa y hablan sido consideradas
como ‘Grupo entérico 501”, en realidad, pertenecían al género Aeromonas y se
correspondían con la especie denominada A. schuberrii. Un segundo grupo, actualmente
designado como “Grupo de Aerotnonas 501”, es similar a A. schubertii aunque muestra
ciertas diferencias fenotípicas (indol positivo y lisina descarboxilasa negativo).
Schubert y Hegazy (1988) caracterizan a A. eucrenophila que, bioquimicanhente, se
correspondecon cepas aemgénicas de A. caviae y que representarla la especie anteriormente
denominadaA.punctata subsp. punctata.
Carnahan y col. (1991c) detectan un nuevo grupo de hibridación, denominado A.
jandaei, similar aA. sobria pero sacarosa negativo. Posteriormente, se describió otro grupo
de hibridación, caracterizado por su sensibilidad a la ampicilina, que se denominó A. troja
(Carnahan y col., 1991b).
En 1992, Martínez-Murcia y col., basándose en la secuencia genética de la fracción
165 del ARN, describen una nueva especie, A. allosaccharophila, cuya cepa tipo es CECT
4199. Estudios de letalidad en peces parecen indicar que esta nueva especie puede que,
únicamente, sea patógena oportunista, al contrario que A, jandaei que se ha manifestado
como patógeno primario (Esteve y col., 1995).
Schubert y col. (1990a,b) propusieron dos especies de Aeromonas mesófdas: A.
enteropelogenes y A. ichihiosmia, aunque la secuenciación de la fracción 165 del ARNr ha
demostrado que estos microorganismos son idénticos a A. troja y A. veronii,
respectivamente (Collins y col., 1993).
1.1.2.1. - Grupos de Hibridación: identificación bioquímica
Los gmpos de hibridación (GH) se han constituido en función de la reasociación del
ADN de las cepas. Los criterios empleados para establecer los 13 grupos de hibridación
(Tabla 1.2), descritos hasta ahora, se basan en las tasas relativas de unión del ADN. La
especie genética incluida en cada grupo de hibridación, lo estáen función de la cepa tipo que
se integre en él (Janda, 1991). De este modo se han constituido once de los trece grupos de
hibridación, ya que el 2 (GH2) y el II (GHl 1) no han podido ser asimilados en las
especies descritas (Janda, 1991).
La especie fenotípicaA. hydrophila engloba tres grupos de hibridación (GRI. GH2 y
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GH3); la cepa tipo de A. hydrophi¡a ATCC 7966 está incluida en el GHl, por lo que este
grupo constituye la especie (genética)A. hydrnphila. La cepa cipo de A. saimonicida ATCC
33658 se integra en el GH3, por lo que las diferencias fenotípicas (inmóvil y pigmento
pardo) que, originalmente, distinguían las cepas de A. salmonicida de las Aeromonas
mesófilas ahora, únicamente, definen una subespecie dentro del GH3 (Janda, 1991).
Existen controversias en relación con el GH4, ya que A. caviae y A. punetata tienen la
misma cepa tipo (ATCC 15468) (Farmer y col., 1986).
El GH5 contiene la cepa tipo A. media ATCC 33907. Hickman-Brenner y col. (1988)
observan dos grupos de hibridación, relacionados genéticamente, que denominan GH5A y
GH5B; A. media subsp. new name la incluyen en el GH5A y a A. media subsp. media en
el GH5B. Debido a las importantes diferencias fenotípicas detectadas entre las cepas de A.
media subsp. media, aisladas en aguas y en muestras clínicas, es preciso apuntar la
posibilidad de que existan dos biogrupos: el 1, constituido por cepas inmóviles e incapaces
de usar la sacarosa como única fuente de carbono y el biogrupo II, que incluida cepas
móviles que crecen con dicho azúcar (Allen y col., 1983).
Los grupos de hibridación GH6 (A. eucrenophila) y GH7 (A. sobria) comprenden
cepasque hasta el momento no han sido aisladas de muestras clínicas.
La mayoría de las cepas de A. sobria, aisladas en la clínica, no se integran en el GH7
(que contiene la cepa tipo de A. sobria CW7433), sino en el GH8 (que incluye la cepa tipo
de A. veronii ATCC 9071), por lo que los aislamientos clínicos de A. sobria en realidad
corresponderían aA. veronil biotipo sobria (Reina, 1992).
Los grupos GH8 y GH1O se establecieron independientemente y son distintos
bioquimicamente, para Hickman-Brenner y col. (1987) el GH8 correspondería al fenotipo
de A. sobria y el GH1O al de A. veronii. Sin embargo, recientemente, Kuijper y col.
(198%) han comprobado que estos dos grupos son idénticos genéticamente y, ya que el
GH1O se describió antes, el GHS debe considerarse un biotipo de A. veronii. Altwegg y
col. (1990) han comprobado que la cepa tipo A. sobria CII’ 7433 (GH7) muestra escasa
correlación con las características bioquímicas observadas en los aislamientos clínicos,
mientras que la cepa tipo A. sobria ATCC 9071 (incluida en el 0H8) se asocia en mayor
medida.
Kuijper y col. (1989b), trabajando con 142 cepas, compararon los grupos
establecidos por hibridación del ADN con los obtenidos según la clasificación fenotípica de
Popoff y col. <1981). llegando a observar serías diferencias; así, de las 26 cepas
identificadas fenotípicamente como A. hydrophila sólo 15 pertenecían al genotipo CHI y el
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resto se repartía entre el GH2, GI-13, GH5A y GH8.
Janda (1991) opina que las cepas de Aeromonas deben considerarse genéricamente
comoAeronwnas spp. o integrarse en el complejo de A. hydrophila. Es decir, sólo se debe
identificar el género, ya que el papel de las especies en los procesos gastroentéricos no está
establecido de forma concluyente, la identificación genética de las especies resulta cara y la
bioquímica es excesivamente laboriosa y puede dar lugar a errores, sin olvidar que no
existen informes de comunidades u hospitales sobre brotes de gastroenteritis por
Aeromonas que justifiquen la identificación específica.
Por el contrario, otros autores consideran importante diferenciar las especies, desde
que se conoce que la mayoría de las cepas fecales humanas (> 85%) pertenecen a Gui,
GH4 y GH8 (A. hydrophila, A. caviae yA. veronil biotipo sobria) y el 15% restante aA.
media (GH5) (Carnahan y col., 1991a, 1992; Abbott y col., 1992). Al parecer, A. veronil
biotipo sobria (GH8) es el grupo de mayor virulencia (Daily y col., 1981; Janda y col.,
1984b; Kirov y col., 1986; Carello y col.. 1988; Havelaar y coL, 1992; Kirov y Hayward,
1993),A. caviae (GH4) es más común en diarreas infantiles (Altwegg, 1985; Namdari y
Botione, 1990a,b, 1991>, A. veronhi biotipo veronii (OHiO), A. janáaei (GH9) y A. troja
(GHl4) se aíslan de heces diarreicas con poca frecuencia (Camahan y col., 1991b) y A.
schubertii se ha asociado a heridas infectadas a través del agua, pero no a gastroenteritis
(Hickman-Brenner y col., 1988; Caniahan y col.. 1989b). En lo que se refiere al complejo
deA. hydrophila, las cepas pertenecientes al GHl, frecuentemente se aíslan de muestras
clínicas y producen factores de virulencia, mientras que el GH2 no elabora estos factores y
el GH3 preferentemente se aísla de muestras ambientales (Kirov y col., 1994).
Carnahan y col. (1991a) proponen un sencillo esquema de siete pruebas bioquímicas,
denominado “Aerokey II” (Figura 1.1), para diferenciar las especies fenotípicas. Por otra
parte, Abbou y col. (1992), recomiendan entre 19 y 24 pruebas bioqufluicas para identificar
los grupos de hibridación, siendo necesarias 9 pruebas (Usina descarboxilasa, ornitina
descarboxilasa, arginina dihidrolasa. hidrólisis de la esculina, gas de glucosa, Voges
Proskauer, fermentación de la arabinosa, del ¡nanitol y de la sacarosa) para separar el
complejo A. hydrophila (GHL, GH2 y GH3), A. caviae (GH4 y GHS), el dúo GHI2 y
OH 13 y, de forma individualizada, el 0H6. G87, OHE, GH9, GH1O y 0H11. La
diferenciación de los tres grupos de hibridación que constituyen A. hydrophila se puede
realizar en función de otras siete pruebas (producción de ácido de 0-ramnosa, D-sorbitol,
salicina y lactosa, oxidación del gluconato, elastasa y producción de ácido fenilpirúvico).
Los genotipos que tienen el fenotipo de A. caviae (GH4, GH5 y GH6) se diferencian en la
12
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Figura Li. - Aerokey II (Carnahan et al., 1991)
A. trota
Producción
de indol
A. schubertii
Voges
Proskauer
A. jandaei
A. veronil biotipo sobria A. hydrophila
Agromonas spp.
Hidrólisis de la esculina
+
Gas de
glucosa
+
A. caviae
Fermentación
de la arabinosa
A. hydrophila
Resistencia a la
cefalotina (30 ~.tg)
A. veronil biotipo veronil
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utilización del citrato, producción de ácido del glicerol y de la 0-manosa, H2S de la cisteina,
hemolisis, pirazinamidasa y producción de ácido fenilpirúvico. A. eucrenophila (GH6)
podría diferenciarse por la producción de gas, pero ésta es débil en comparación con la
capacidad aerogénica de A. hydrophilo o A. veronii, por lo que incluirla en este esquema
evitaría un posible error de identificación. Finalmente, la lipolisis sobre aceite de maíz, la
producción de ácido a partir de la celobiosa y de H2S de la cisteina, así como la sensibilidad
a la cefalotina y a la ampicilina son las cinco pruebas adicionales que diferencian A. troja y
A. schubertii.
Recientemente, Hiinninen (1994) observa que en el complejo A. hydrophila, el 0111
puede diferenciarse del GH2 y GH3 en función de la temperatura máxima de crecimiento,
mientras que, en los patrones obtenidos en el análisis electroforético de las proteínas, el
GH3 posee una banda de peso molecular variable entre 24, 25 o 26 kDa, que no aparece en
las cepas del OHí y GH2. Ash y col. (1993) han propuesto el uso de la reacción en cadena
de la polimerasa y sondas génicas para la identificación de A. schuberñi y A. jandaei.
1.2. - Aislamiento e identificación de Aeromonas spp. móviles
En un principio se emplearon medios diseñados para el aislamiento de enterobacterias
(Pitarangsi y col., 1982; Champsaur y col., 1982; Le Chevallier y col.. 1982) y vibrios
marinos (Gracey y col., 1982). El grupo de Aeromonas spp. incluye microorganismos
lactosa positivos y lactosa negativos (Popoff y Veron, 1976), por lo que no es adecuado el
uso de medios entéricos, como el agar MacConkey o el agar azul de metileno eosina (von
Graevenitz, 1985; von Gravenitz y Bucher, 1983). Además, Desmond y Janda (1986)
comprueban que los medios utilizados para el aislamiento de patógenos entéricos pueden
inhibir el crecimiento de Aeromonos.
Von Graevenitz y Bucher (1983) evaluan medios adaptados o desarrollados para el
aislamiento específico de Aeromonas a partir de heces humanas, recomendando el agua de
peptona alcalina como medio de enriquecimiento frente al caldo triptona soja con ampicilina.
Por otro lado, se han descrito como medios sólidos selectivos el agar inositol verde brillante
sales biliares, el agar dextrina fucsina sulfito (descrito en 1967 por Schubert para el
aislamiento específico de Aeromonas en aguas), el agar xilosa desoxicolato sódico citrato
(Shread y col., 1981) o el agar pril xilosa ampicilina (Rogol y col.. 1979). Estos autores
observaron que el agar peptona extracto de carne de vaca glicógeno (McKoy y Pilcher,
1974) no diferencia estos microorganismos de la flora normal de las heces y el medio
14
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Riniler Shotts (Shotts y Rimíer, 1973) no es lo suficientemente inhibidor para otros
microorganismos gram-negativos. El agar DNasa azul de toluidina ampicilina (von
Oraevenitz y Zinterbofer, 197<)), el medio mA (Rippey y Cabelli, 1979) y el agar sal
almidón xilosa lisina desoxicolato sódico (Roland, 1977). tampoco dieron buenos
resultados.
Otro medio con el que varios autores obtuvieron aislamientos fue el agar sangre de
cordero con 10 ó 15 gg/l de ampicilina (Agger y col., 1985; Oracey y col., 1982), siendo
además adecuado para realizar la prueba de la oxidasa, pues la fermentación de azúcares en
otros medios altera el pH y dificulta su realización.
Palumbo y col. (1985a) desarrollan un medio específico (agar almidón ampicilina),
para la cuantificación directa de Aeromonas spp. en alimentos, que contiene ampicilina (10
¡¿gil) como agente selectivo y almidón como diferencial, aunque tiene el inconveniente de no
separarAeromonas de Vibrio spp..
Altorfer y col. (1985) proponen el agar cefsulodín irgasán novobiocina (agar CIN),
descrito por Schiemann en 1979 para el aislamiento de Yersinia enterocolitica, aunque
recomiendan disminuir la concentración de cefsulodin (CIN II) para la detección simultánea
de Yersínia spp. y Aeromonas spp. Fricker y Tompsett (1989) destacan el buen
comportamiento del medio deAeromonas (Difco) en el análisis de alimentos.
Para el análisis de aguas se han desarrollado dos medios, previa filtración y
concentración a través de membranas: el agar de Rimíer Shoíts (Shotts y Rimíer, 1973) que
contiene citrato, novobiocina y desoxicolato sádico como agentes selectivos y usina,
ornitina y maltosa como diferenciales y el medio mA (Rippey y Cabelli, 1979) con
ampicilina, etanol y desoxicolato sádico como agentes selectivos y trealosa como
diferencial. Posteriormente, Havelaar y col. (1987, 1988) proponen el agar dextrina
ampicilina (ADA), aunque no diferencia Aeromonas spp. de Vibrios marinos. Huguet y
Ribas (1991) modifican el medio glutamato almidón ampicilina (OSP), propuesto por
Kielwein en 1969 para el aislamiento simultáneo de Aeromonas y Pseudomonas, añadiendo
10 ¡xg/l de C-glucosa y 20 de ampicilina (SGAP-lOC), con lo que se mejora la recuperación
de Aeromonas a partir de muestras acuáticas y se inhibe el crecimiento de Pseudonwnas.
Holmes y Sartory (1993) emplean el medio de Aeronwnas de Ryan (comercializado por
Oxoid) y resaltan su buen comportamiento. Warburton y col. (1994) diseftan un protocolo
para aislar Aeromonas a partir del agua, que incluye filtración a través de membranas
hidrofóbicas, revitalización en agar tripticasa soja y siembra en dos medios selectivos:
medio de Aerornonas y agar trealosaAeromonas.
Aunque muchos autores han empleado la siembra directa en placa. la recuperación de
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Acromonas aumenta, considerablemente, cuando se realiza un enriquecimiento previo (von
Graevenitz y Bucher, 1983). Okrend (1987) compara el efecto de medios selectivos en la
recuperación dc Aeromonas, utilizando como medios de enriquecimiento agua de peptona
alcalina (pH 8.6), caldo triptona soja, caldo triptona soja con ampicilina. caldo triptona soja
con CINa y caldo triptona. observando los mejores resultados con el caldo triptona soja con
ampicilina. Sin embargo, muchos investigadores prefieren emplear el agua de peptona
alcalina pues no impide la detección de cepas sensibles a la ampicilina (Varnam y Evans,
1991).
Un medio que podría resultar útil en la identificación, sería el AH, desarrollado por
Kaper y col. (1979), ya que permite realizar, simultáneamente, cinco pruebas bioquímicas.
El género Aeromonas puede ser diferenciado a través del sistema API 20E, aunque se
requieren otras pruebas complementarias, como la sensibilidad al agente vibriostático 0/129
(Varnam y Evans, 1991). El apartado IV.2.1 recogemás datos sobre este punto.
Además de los sistemas clásicos de aislamiento e identificación, cienos autores
proponen otros más actuales como el “ON microplate”, basado en la oxidación de sustratos
carbonados, capaz de diferenciar A. hydrophila, A. sobria y A. caviae (Carnahan y col.,
1989a). La sensibilidad a lacefalotina y la actividad pirazinamidasa se han propuesto como
pruebas específicas para diferenciar A. sobria del resto de las especies. (Janda y Motyl,
1985; Carnaham y col., 1990). Sugita y col. (1994) señalan la posibilidad de identificar
especies realizando la hibridación en microplacas.
El serotipado se ha realizado en cepas patógenas para los peces, pero hay pocos
estudios efectuados sobre cepas de Aeronwnas spp. potencialmente patógenas para el
hombre. Fricker (1987) utilizando 16 antisueros frente a antígenos lipopolisacáridos.
desarrolla un esquema capaz de tipificar el 46% de las cepas aisladas en heces humanas,
Thomas y col. (1990) reconocen, provisionalmente, 52 serogrupos. Janda y col. (1994a>
indican que el 60% de las cepas implicadas en septicemias pertenecen a los serogrupos
0:11, 0:16, 0:18 yO:34.
Otros sistemas de tipificación se basan en la comparación de los patrones proteicos
obtenidos mediante marcaje radioactivo (Stepheson y col., 1987), tinción con plata
(Millership y Want. 1989, 1993), quimioluminiscencia (Carey y col., 1994) o
“inmunoblotting” (Mulla y Millership, 1993) de los componentes celulares separados por
SDS-PAGE. Frecuentemente, también se realiza la tipificación a nivel molecular,
empleando el análisis del ADN con endonucleasas de restricción y la electroforesis en gel de
poliacrilamida de las cubiertas celulares (Kuijper y col.. 1989c). Huys y col. (1994, 1995).
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al igual que Kampfer y col. (1994) y Altwegg y Kersters (1994), proponen y emplean el
análisis, por cromatografía gaseosa, de los ácidos grasos celulares para identificar las
especies fenotípicas y los grupos de hibridación incluidos en este género.
1.3. - Epidemioloela
1.3.1. - Heces humanas
Las publicaciones sobre datos epidemiológicos de Aeromonas spp. son escasas,
debido, fundamentalmente, a que las tasas de aislamiento en los medios entéricos estándar
son bajas y no existe una clara evidencia de que estos microorganismos sean
enteropatógenos, como para justificar su investigación específica en alimentos sospechosos
o en heces. Sin embargo, la tasa de aislamientos aumenta considerablemente cuando,
previamente, se efectúa enriquecimiento y se utilizan medios específicos (Burke y col.,
1983a).
En Thailandia, Pitarangsi y col. (1982) observan un mayor nivel de aislamientos entre
la población indígena (9-30%) sin síntomas de diarrea o con una rápida respuesta al
tratamiento. Por el contrario, Echeverria y col. (1984) detectan que el aislamiento de
Aeromonas es, significativamente más frecuente, en personas con diarrea (31-48%) que en
individuos sin síntomas aparentes (9-15%), cuando se trata de sujetos recién llegados a las
zonas afectadas. Gracey y col. (1984) en Asia, Black (1986) en áreas de Latinoamérica y
Africa y Mattila y col. (1993) en Finlandia incluyen estos microrganismos dentro de los
agentes causantes de la denominada ‘diarrea de los viajeros”.
En un estudio realizado en Perth (Australia), Burke y col. (1983a) comprobaron que
la detección de Aeromonas fue significativamente más alta en niños con diarrea (10,8%) que
en controles asintomáticos (0,7%) observando, además, una marcada estacionalidad en los
meses cálidos de verano y otoño, como también señalan Gracey y col. (1982), Janda y col.
(1983a), Agger y col. (1985) y George y col. (1985). Contrariamente, en Italia las tasas de
aislamiento fueron escasas (1%) sin diferencias marcadas entre los casos sintomáticos y los
controles (Figura y col., 1986). En Bangladesh (Kay y col., 1986, citado en Sack y col.,
1987) el uso de enriquecimiento previo y de medios selectivos ha puesto de manifiesto una
tasa elevada de aislamientos en pacientes con diarrea aguda (33%).
En Perú (Gilman, R.H., citado en Sack y col., 1987) se controlaron 400 familias
(2000 personas) de bajo nivel económico a lo largo de dos años, analizando la presencia de
Aeromonas spp. en heces diarreicas y normales, previo enriquecimiento en agua de peptona
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alcalina y aislamiento sobre agar sangre ampicilina. obteniéndose un número superior de
aislamientos en heces diarreicas. Las mayores diferencias se detectaron en el grupo de edad
inferior a seis meses (16% en heces diarreicas y 9% en controles). Un año después, al
analizar el grupo de edad inferior a 3 años, se observaron también diferencias, pero menos
marcadas (9% en heces diarreicas y 4,3% en heces normales). A lo largo de este periodo,
Aeromonas spp. se aisló, de forma constante, en el agua de bebida de esta comunidad. En
este sentido. Gracey y col. (1982) observan que el 13% de los procesos gastroentéricos
asociados a Aeromonas afectan a niños menores de 6 meses, el 57,4% entre 6 meses y 2
años, el 22% a niños de 2 a 5 años y sólo el ‘7,6% a mayores de 5 años. Estos estudios
sugieren que, al menos algunas cepas, son enteropatógenas y que las exposiciones
primarias darían lugar al desarrollo de la enfermedad (niños pequeños y visitantes a zonas
endémicas).
En Egipto se han detectadoAeromonas spp. en heces diarreicas de niños con mayor
frecuencia que en no diarreicas, aunque la actividad enterotoxigénica no se asoció
preferentemente a unas u otras cepas (Ghanem y col., 1993).
En Queensland (Australia) se ha observado la presencia deAeromonas en las heces
diarreicas de pacientes inmunocompetentes, distribuidos en dos grupos de edad: menores de
5 años y mayores de 25 (Ashdown y Koehler, 1993).
San Joaquin y Pickett (1988) y Kuijper y col. (1989a) observan que la diarrea
asociada aAeromonas se detecta, fundamentalmente, en niños de edades comprendidas
entre 6 meses y 5 años y que las cepas citotoxigénicas parecen ser más frecuentes en
personas mayores de 50 años. En conformidad con estos datos, Agger y col. (1985) y
Millership y col. (1983) también observaron esta mayor incidencia en niños y personas
mayores. Namdari y Bottone (1990a) apuntan que cienos alimentos infantiles pueden
incrementar el riesgo de infección al favorecer un aumento considerable del pH intestinal
(superior a 7,5). De la Morena y col. (1993) aíslan especies móviles de Aeronionas,
principalmente de A. caviae, en heces diarreicas de niños,
Otros autores han aislado tasas moderadas de estos microorganismos en casos de
colitis crónicas, aunque no en las biopsias de los tejidos lesionados (Roberts y col., 1987;
Doman y coL, 1989; Farraye y col., 1989; Wiloughby y col., 1989).
Durante mucho tiempo, este grupo de microorganismos se ha considerado como
oportunista en individuos inmunodeficientes (Stelma, 1989). En los últimos años,
numerosos autores han manifestado que podrían ser además patógenos primarios, puesto
que también se han aislado en procesos infecciosos de personas normales (Rhamon y
Willoughby, 1980; Janda y col.. l983a), destacando el aislamiento deA. hydroph¡la de un
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proceso septicémico mortal desarrollado en un joven aparentemente sano y de un hombre
inmunocompetente de 37 años con meningitis y bacteriemia (Qadri y col., 1976).
Aeromonas es un género de presencia transitoria en el tracto gastrointestinal del
hombre. Las tasas de aislamiento a partir de heces humanas son más altas en regiones
tropicales, como Asia, Sudamérica y Australia que en Estados Unidos y Europa. Parece ser
que no son necesarias precauciones especiales con respecto a los portadores de Acromonas,
que puedan manipular alimentos (Varnam y Evans, 1991).
1.3.2. - Alimentos: Factores que influyen en la supervivencia y en el
crecimiento
Este género se considera parte de la flora acrobia total presente, de forma natural, en
alimentos (Palumbo y col., 1985a). Palumbo y col. (1985a) observan la presencia de A.
hydrophila en distintos pescados y mariscos, carnes rojas y de aves y leche cruda. Myers y
col. (1982) y Simard y col. (1984) la aíslan de carnes envasadas al vacío. Numerosos
autores han comunicado el aislamiento de Aeromonas spp. en estos productos de origen
animal, incluso envasados en atmósferas modificadas (Eddy y Kitchell, 1959; Gardner,
1965; Kielwein y col., 1969; Kleeberger, 1975; Toule y Murphy, 1978; Enfords y col.,
1979; Grau, 1981; Blickstand y Molin, 1983; Hudson y DeLacy, 1991; Hanninen, 1993;
Hudson y Mott, 1993). También se han detectado con frecuencia en vegetales crudos
(Callister y Agger, 1987; Hudson y DeLacy, 1991). Gobat y Jemmi (1993) señalan su
presencia en alimentos crudos, con tasas de 106 ufc/g, y listos para el consumo, a niveles
de 10~ ufc/g. Otros productos investigados como helados, huevos, ancas de rana y
caracoles también han resultado positivos (Hunter y Burge, 1987; Varnam y Evans, 1991).
La incidencia de las distintas especies de Aeromonas en alimentos varía, en función de
la zona geográfica considerada. Las cepas detectadas en aguas y alimentos australianos, que
mostraron propiedades asociadas a virulencia, se incluían, principalmente, dentro de los
grupos A. veronhl biotipo sobria y A. hydrophlla (Greenaway, 1988; Majeed y col.,
1989a,b; Kirov y col., 1990; Ibrahim y Mac Rae, 1991; Kirov y col., 1993c). A. veronii
biotipo sobria es la especie aislada con más frecuencia en casos de gastroenteritis en
Australia (Kirov y col., 1986). También se ha detectado en el 24% del total de los
aislamientos obtenidos en alimentos japoneses (Nishikawa y Kishi, 1988) y en el 42% de
los alimentos ingleses (Fricker y Tompsett, 1989). Sin embargo, en otras partes del mundo
como en USA (Palumbo y col., 1989), en Dinamarca (Knochel y Jeppcscn. 1990) y en
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Nueva Zelanda (Hudson y De Lacy, 1991) A. veronil biotipo sobria prácticamente no se
encontró en alimentos, predominando A. hydrophila yA. caviae (Janda y col., 1984b;
Altwegg, 1985; Altwegg y Geiss. 1989; Moyer y col., 1991). Recientemente, se ha
comprobado que las tres especies comprenden microorganismos potencialmente
enterotoxigénicos, independientemente de la fuente de aislamiento, ya que cepas que
inicialmente no provocaban acúmulo de fluidos, comenzaron a producir enterotoxinas
después de uno a tres pases por asa intestinal ligada de conejo (Singh y Sanyal, 1992a,b).
Husslein y col. (1991, 1992) observan que la secuencia correspondiente a la citotoxina
hemolítica (aerolisina) es un gen estructural ampliamente distribuido en las cepas de
Aeromonas de estas tres especies.
Actualmente, los consumidores demandan alimentos más naturales, poco procesados
y sin aditivos; en consecuencia, la refrigeración se ha erigido como una de las principales
medidas para controlar el desarrollo de microorganismos patógenos y alterantes en
alimentos. Aunque las aeromonas muestran una temperatura óptima y máxima de
crecimiento mesófila, se pueden definir comomicroorganismos psicrótrofos si, de acuerdo
con Eddy (1960>, se asume que el término psicrótrofo corresponde a los microorganismos
capaces de crecer a temperaturas de refrigeración, independientemente de su temperatura
óptima de desarrollo. Muchos autores han descrito el crecimiento de Aeromonas, incluso de
cepas exotoxigénicas, a bajas temperaturas (Palumbo y col., 1985a; Callister y Agger,
1987; Berrang y col., 1989; Kirov y col., 1990; Beuchat, 1991). La temperatura mínima de
crecimiento depende de la cepa en cuestión y Rouf y Rigney (1971), Palumbo y col.
(1985b), Walker y Stringer, 1987 y Kirov y col. (1993a,b) encuentran que algunas de ellas
elaboran factores asociados a virulencia a temperaturas de crecimiento entre 4,4 y 60C.
Kirov y col. (1993a) observaron en una cepa aislada en leche de cabra una temperatura
mínima de crecimiento de -5,30C, óptima de 19%? y máxima de 430C, mientras que el resto
de las cepas aisladas de alimentos, aunque crecieron a bajas temperaturas, precisaron más
de seis días paraque la población aumentase significativamente.
Numerosos autores han comunicado la capacidad de cepas de Aeromonas para
producir exotoxinas a bajas temperaturas en medios de cultivo (Knochel, 1989a; Majeed y
col., 1990; Krovacek y col., 1991; Eley y col., 1993; Kirov y col., 1993a) y alimentos
(Majeed y MacRae, 1991; Kirov y Brodribb, 1993) aunque, en estos últimos. Todd y col.
(1989) detectan actividades enterotóxicas, citotóxicas y hemolíticas inferiores a las
registradas en medios bacteriológicos a las mismas temperaturas. Contrariamente, Kirov y
Brodribb (¡993) señalan que. excepto en preparados alimenticios infantiles y leche Uf-IT, la
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producción de exotoxinas es tan eficaz en alimentos como en medios de cultivo.
La concentración de sal, el pH, la atmósfera y la flora competitiva influyen en el
crecimiento y supervivencia de las Aeromonas en alimentos a bajas temperaturas (Palumbo.
1988; Palumbo y Buchanan, 1988; Knochel, 1990; Beuchat, 1991; Palumbo y col., 1991,
1992). Así, la tolerancia a la sal y al pH se reduce considerablemente a temperaturas de
refrigeración, siendo incapaces de crecer con 3-3,5% de CINa o a pHs inferiores a 6
(Palumbo, 1988; Palumbo y Buchanan, 1988). Sin embargo, cuando la temperatura de
incubación es próxima a la óptima de crecimiento pueden multiplicarse incluso en presencia
de 6% de CíNa (Knochel, 1990) y a pH 4,5 (Palumbo y col., 1985b).
No hay evidencia clara de que las Aeromonas sean lo suficientemente competitivas,
frente al resto de la flora presente en los alimentos, para alcanzar tasas importantes a bajas
temperaturas (Palumbo y Buchanan, 1988; Ingham y Potter, 1988; Kirov y col., 1990;
Erickson y Jenkins, 1992). La disminución del oxígeno en la atmósfera que rodea a los
alimentos parece favorecer el crecimiento de Aeromonas, posiblemente, porque retarda el
crecimiento de la flora aerobia competitiva (Buchanan y Palumbo, 1985). Palumbo y col.
(1992) observan que otros parámetros como el pH, el CíNa y los nitritos pueden ser
necesarios para controlar el crecimiento de algunas especies de Aeromonas a bajas
temperaturas.
Aeromonas spp. forma parte de la flota alterante de alimentos refrigerados, como
carnes rojas (Jay, 1967; Len, 1987), pollo (Toule y Murphy, 1978) pescado (Gorczyca y
col., 1985; Gram y col., 1987), mariscos (Smith y col., 1984) y huevos enteros
pasteurizados (Mackenzie y Skerman, 1982). Especialmente en alimentos cocinados,
mantenidos en refrigeración, pueden dar lugar a una rápida alteración (Toule y Murphy,
1978). Sin embargo, en leche UHT es posible llegar a alcanzar tasas muy elevadas sin
modificaciones organolépticas (Kirov y col., 1993c).
Golden y col. (1989) han demostrado la inhibición específica del dióxido de carbono
sobre el crecimiento de A. hydrophila, aunque Gilí y Reichel (1989) e Ingham (1990)
observaron desarrollo bacteriano a 100C en alimentos envasados en atmósferas de CO2. Sin
embargo, los ambientes ricos en nitrógeno favorecen el crecimiento de células lesionadas e
indemnes a 5
0C; este hecho se atribuye al funcionamiento deficiente del sistema protector
frente al oxígeno (enzima superóxido-dismutasa) en Aercmonas a 50C, por lo que, el
aumento en la concentración de nitrógeno, con la consiguiente disminución en la de
oxígeno, tendría un efecto protector (Golden y col., 1989). No obstante. Mano y García de
Femando (1995) observan que el tiempo de duplicación de este microorganismo sobre
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carne de cerdo y pavo, es más prolongado cuando crece en 100% de nitrógeno que cuando
lo hace en aire.
En “mince” y “surimi”, elaborados con poca sal, A. hydrophila crece bien a 50C, pero
se inhibe cuando el ‘surimi” contiene 2,5-3% de NaCí (Ingham y Potter, 1988). En carne
de cerdo envasada al vacío, un 3% de CINa es suficiente para impedir la multiplicación de
Aerornonas (Palumbo, 1988).
También se ha investigado la influencia del sorbato y del humo líquido (Gram, 1991),
poniéndose de manifiesto que el sorbato (1000 ¡.iglml) combinado con la sal impide el
crecimiento a temperaturas elevadas (25-37%?). Sin embargo, el humo líquido sólo es eficaz
cuando la contaminación inicial es baja (< 10~ ufc/ml).
Aeronwnas se elimina de los alimentos por los tratamientos térmicos diseñados para
SamoneHa (Condón y col., 1992; Palumbo y col., 1991). No obstante, las curvas de
supervivencia muestran una respuesta difásica, debido a la presencia de una subpoblación
moderadamente termorresistente (Palumbo y col., 1987). También es relativamente sensible
a las radiaciones ionizantes, con valores Den tomo a 1,4-2,2 ¡cOy (Palumbo y col., 1986).
Nishikawa y col. (1993) han observado que estos microorganismos son más sensibles a los
tratamientos térmicos y a la acidez que otros patógenos presentes en alimentos como
Escherichia cdi 0157:H7, Staphilococcusaureus y Solnionella ¡yphimurium.
1.3.3. - Procesos clínicos
1.3.3.1. - Gastroenteritis asociadas a alimentos
Los pocos casos publicados de gastroenteritis asociadas al consumo de alimentos, en
los que se han implicado a las aeromonas móviles, se recogen en la Tabla 1.1. Los
alimentos sospechosos fueron, principalmente, ostras y otros mariscos. En todos los casos,
el cocinado, previo al consumo de los alimentos, presumíblemente, fue inadecuado o
incluso inexistente. Altwegg y col. (1991) encuentran pruebas concluyentes de que los
alimentos pueden ser vehículos de transmisión, en las gastroenteritis asociadas a
Aeromonas, al hallar una fuerte asociación entre cepas aisladas en gambas contaminadas y
en las heces diarreicas de un paciente que consumió dicho producto. Sin embargo, el
número de casos detectados es bajo y los alimentos implicados no son aquellos que, en
teoría, consumen los grupos de población más afectados (niños pequeños), por lo que
Kirov (1993) indica que, o bien la transmisión por alimentos no es frecuente, o bien los
adultos podadores asintomáticos, contaminados a partir de alimentos, sedan el vehículo
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transmisor de la gastroenteritis en niños del entorno familiar. También, es preciso
considerar los casos de gastroenteritis, asociados aAeromonas por alimentos, que no son
detectados, y que forman parte de ese elevado porcentaje (40%) de infecciones transmitidas
por alimentos que no aparecen en las estadísticas oficiales. La investigación sistemática de
Aeromonas en infecciones asociadas al consumo de alimentos aclararla, en parte, estos
problemas.
Los estudios inmunológicos, realizados recientemente, han proporcionado
información importante sobre la actividad enteropatógena de Aeromonas en el hombre.
Kuijper y col. (1990) observan, en pacientes con gastroenteritis agudas asociadas a
Aeromonas, una respuesta inmunológica específica frente a varias estructuras celulares y a
la citolisina de la cepa homóloga, mediante la técnica ELISA; sin embargo, los resultados
obtenidos por radioinmunoensayo no fueron concluyentes porque el suero no sólo
reaccionó frente a cepas homólogas y heterólogas de Aeromonas sino también frente a
Escherichia coli y Vibrio cholerae. Jiang y col. (1990) detectaron, en 12 de 13 pacientes
infectados con A. hydrophila y A. sobria, respuestas inmunológicas específicas frente a
cepas homólogas. En estos individuos se registró un aumento significativo de la secreción
de inmunoglobulina A frente a los componentes lipopolisacáridos de pesomolecular entre
20 y 80 kDa de las cepas infectantes. Si se contrastasen estos resultados se podría hablar de
un avance importante en la confirmación de Aeromonascomo patógeno gastrointestinal.
Se han descrito dos tipos de síndromes gastrointestinales asociados a Aeromonas
(Gracey y col., 1982). El primero y más común es un proceso similar al cólera, que cursa
con heces acuosas y fiebre moderada, pudiendo aparecer vómitos en niños menores de dos
años y, en ocasiones, dolores abdominales. El segundo tipo, que se ha observado en,
aproximadamente, el 25% de los casos detectados (George y col., 1985; Gracey y col.,
1982), se desarrolla de forma similar a la disentería, con diarrea mucohemorrágica, rara vez
con vómitos y, en ocasiones, con dolores abdominales. Estos procesos, generalmente,
tienen buen pronóstico (Holmberg y Farmer, 1984), aunque algunos casos han puesto en
peligro la vida de los pacientes (Rhamon y Willoughby, 1980; Champsaur y col., 1982).
1.3.3.2. - Infecciones extraintestinales
La vía de entrada en infecciones sistémicas es, probablemente, a través del tracto
gastrointestinal como consecuencia de la ingestión de alimentos contaminados (Harris y
col., 1985; Beebe, 1986). Se han aislado Aeromonas spp. en procesos septicémicos (von
Graevenitz y Mensch, 1968; Slotnick, 1970; Davis y col., 1978; Abbott et al., 1994),
23
rmt
a-
mt
a-
mt
a
e
e
IKFRODUCCION
meningitis (Qadri y col., 1976; Ellison y Mostow, 1984; Panas y col., 1993) y heridas
infectadas (von Graevenitz y Mensch, 1968; Wolff y col., 1980; Ellison y Mostow, 1984;
Newton y Kennedy. 1993; GoId y Salit, 1993). En ninguno de estos casos se detectó,
únicamente, Aeromonas. La mayoría de las septicemias y meningitis atribuidas a
Aeronwnas se han desarrollado en personas inmunodeficientes, principalmente, en casos de
leucemia y cirrosis (Davis y col., 1978; Wolff y col., 1980; Ellison y Mostow, 1984;
Harris y col.. 1985) aunque también se ha detectado septicemia en personas anémicas y
sometidas a hemodiálisis (Wolff y col., 1980). Otras manifestaciones más inusuales de
estos procesos extraintestinales incluyen infecciones oculares, osteomielitis, infecciones del
tracto urinario y respiratorio, peritonitis y endocarditis (Slotnick, 1970; Tumbulí y col.,
1984; Muñoz y col., 1994; Pietu y col., 1993; Poirier y col., 1993). La tasa de mortalidad
en infecciones extraintestinales asociadas a Aeromonas en personas inmunodeficientes
supera el 60% (Abeyta y Wekell, 1988).
Las infecciones de heridas porAero.’nonas están directamente relacionadas con la
exposición del traumatismo al agua o tierra (Davis y col., 1978; Wolff y col., 1980); en
individuos sanos se desarrollan como heridas localizadas, mientras que en sujetos
inmunodeficientes pueden derivar en septicemias y dar lugar, en ocasiones, al fallecimiento
(Wolff y col., 1980; Krovacek y col., 1993).
Recientemente, se ha descrito un nuevo síndrome asociado a Aeromonas, como
consecuencia delempleo de sanguijuelas con fines terapéuticos (Abrutyn, 1988). Este viejo
procedimiento se utiliza actualmente para tratar congestiones venosas, subsiguientes a.
cirugías plásticas o microvasculares, y se han descrito al menos ocho casos de heridas
infectadas por Aeromonas derivadas de dicha práctica (Dickson y col., 1984; Mercer y col.,
1987; Snower y col., 1989). Todos los casos remitieron con desbridación de la herida y o
terapia antimicrobiana. La fuente de esta infección parece ser la sanguijuela Hirudo
medicinalis, que mantiene simbióticamente aeromonas en su intestino para facilitar la
digestión enzimática de la sangre que ingiere. En otras sanguijuelas, utilizadas con fines
medicinales, también se han detectado estos microorganismos como parte de la flora
intestinal (Willcen y Appleton, 1993; Bkkel y col., 1994).
De las recientes especies incorporadas al género sólo A. schubertii se ha aislado de
procesos extraintestinales (sangre y heridas) (Hickman-Brenner y col.. 1988).
1.3.4. - Agua y portadores animales
Acromonas es un género ubicuo que se ha aislado de muchos ambientes, pero al
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parecer el hábitat más frecuente es el agua (Hazen y col., 1978; Grabow y DuPreez, 1979;
Biamon y Hazen, 1983: Hazen, 1983). En ríos y lagos se han detectado tasas desde <
ufc/ml hasta> to~ ufc/ml; miembros de este género se han aislado en botellas de agua
mineral, pantanos (Abeyta y Wekell, 1988) y pozos, tambiénen agua dorada (LeChevalier,
1980. 1982; Burke y col., 1984c) y en distintos puntos de sistemas municipales de
distribución de agua (Clark y col., 1982; LeChevallier y col., 1982: Notermans y col.,
1986). En Suiza, el agua de un pozo mostró 640 ufc/ml de A. hydrophila, considerándose
al género como un marcador de calidad de agua más eficaz que los colifornies o E. cdi
(Krovacek y col., 1989). En Holanda. van der Kooij (1988) propone una tasa máxima de
20 ufc/ml de Aeromonas en agua de bebida y de 200 ufc/ml. en los sistemas de
distribución. Actualmente, en Canadá la presencia de Aeromonas en agua embotellada está
regulada, siendo el límite admisible de O ufc/100 ml de agua (Warburton y col., 1994).
El agua de bebida se suele contaminar a partir de efluentes depurados o no,
presentando algunos de ellos, como los de los mataderos, un alto contenido en nutrientes
que favorecen su multiplicación (García-López y col., 1993). Wadstróm y Ljungh (1991)
advierten del riesgo que suponen los fallos en el procesado del agua de bebida y Vamam y
Evans (1991) resaltan que la actual tendencia a emplear agua embotellada en la alimentación
de niños y personas inmunodeficientes entraña un peligro potencial, ya que constituyen los
grupos de población con mayor riesgo de padecer infecciones porAeromonas.
El número de Aeromonas en el agua depende de la polución, estado trófico del aguay
temperatura ambiente. Su tasa es mayor en aguas corrientes que en las estancadas,
encontrándose con más frecuencia en aguas con cierta concentración de sales, con pH 5,2 a
9,8 y temperaturas de 40C a 450C. No parece estar presente en lagos hipersalinos ni en
aguas termales (>450C) y tampoco en las muy contaminadas; además presenta variaciones
estacionales con mayor incidencia en épocas cálidas (con temperaturas> 200C) (Hazen y
col.. 1978). Kaper y col. (1981> apuntan que la detección de Aeromonas en aguas
disminuye cuando se trata de aguas con baja concentración de oxígeno disuelto.
Aeromonas, probablemente, se nutre del fitoplacton y parece ser que existe correlación entre
el número de Aeromonas y la concentración de clorofila y fósforo (van der Kooij, 1988).
Por esta razón, la carga de Aeromonas es un buen indicador del estado trófico del agua
(Rippey y Cabelli, 1980).
Aeronwnas es capaz de crecer en aguas residuales hasta niveles de lO~-lO~ ufe/mí.
Este microorganismo es frecuente en sistemas domésticos, como tuberías de drenaje de
agua sucia, sumideros, pilas de fregar y tuberías de salida de electrodomésticos
(lavaplatos). Sin embargo, la polución que puedan representar estas fuentes no permite
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explicarel alto número de Aeromonas presentes en el ambiente (Vamani y Evaus. 1991).
Este microorganismo también se ha aislado en agua salina y estuarios (Williams y
LaRoche, 1985; Abeyta y col., 1986), aunque en estos ambientes su presencia es
transitoria.
Los animales de abasto pueden actuar como portadores sanos, ya que se han aislado
Aeromonas en sus heces, en proporciones que oscilan desde el 4% (Stern y col., 1987)
hasta el 11,8% (Gray, 1984). Wohlegemuth y col. (1972) relacionaron estos
microorganismos con brotes de abortos bovinos y Dobrescu (1978) con diarrea en
lechones. Morse y Hind (1984) detectaron Aeromonas en un 5.7% de nódulos linfáticos de
cerdo y en aves se ha puesto de manifiesto un alto nivel de portadores. Por otra parte,
Pasquale y col. (1994) describen un brote infeccioso causado porA. hydrophila en tortugas
con un 95% de mortalidad e indican que estos animales pueden actuar como reservorios
naturales. También estos microorganismos se han visto implicados en diversas infecciones
de animales poiquilotermos (Heywood, 1968; Austin y Austin, 1987). En este sentido, una
de las causas a las que se atribuye el declive de las poblaciones de anfibios, en distintas
zonas del mundo, hace referencia a las infecciones porA. hydrophila (Blaustein y Wake,
1995).
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1.4. - Factores de virulencia
Aunque la mayoría de las investigaciones, hoy día, se centran en la identificación de
factores o mecanismos de virulencia, potencialmente implicados en infecciones humanas o
animales, sólo la capa S de A. salmonicida (Kay y col.. 1981) se ha asociado,
inequívocamente, a la patogenicidad de cepas de esta especie en peces. La mayoría de los
factores producidos por Aeromonas spp. se consideran indicadores de virulencia por
inferencia, es decir, por presentar moléculas similares a otras que determinan la
patogenicidad de otros microorganismos, como E. coli. La falta de un modelo animal que
reproduzca la gastroenteritis asociada a Aeromonas incrementa el interés en el
establecimiento de un esquema basado en propiedades estructurales y enzimáticas.
asociadas a la célula, que puedan estar implicadas en las infecciones por Aeromonas de
hombres y animales.
1.4.1. - Productos exocelulares
1.4.1.1. - Exotoxinas
Atendiendo a su relación con la bacteria, las toxinas se han dividido en exotoxinas y
endotoxinas. Las exotoxinas son sustancias solubles y difusibles que la bacteria sintetiza en
el curso de su desarrollo y secreta al exterior, mientras que las endotoxinas están ligadas a
determinadas estructuras y se consideran compuestos tóxicos preformados, que se liberan
por lisis de la bacteria. Sin embargo, el hecho de que las endotoxinas se encuentren
localizadas en la superficie bacteriana y de que algunas exotoxinas se liberen, en gran parte,
por lisis de la bacteria o estén asociadas a componentes estructurales ha hecho que, aún
manteniéndose esta clasificación, se considere más apropiado dividirlas, por su naturaleza
química, en toxinas proteicas y lipopolisacáridas.
Según su importancia en la patogenia de las enfermedades, las exotoxinas se
clasifican en toxinas mayores, cuando por sí solas son responsables del cuadro clínico, y
toxinas menores, cuando sólo coadyuvan a la acción patógena junto con otros factores.
Según el sitio de acción se dividen en toxinas que actúan sobre las membranas y toxinas que
lo hacen sobre compuestos intracelulares y éstas, a su vez, según su especificidad y
tropismos, se pueden clasificar en toxinas de acción general, neurotoxinas y enterotoxinas.
Las enterotoxinas muestran una acción específica sobre las células intestinales, que da
lugar a la presentación de diarrea. Se clasifican en enterotoxinas citotónicas cuando sólo
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producen alteraciones funcionales en el metabolismo del enterocito y enterotoxinas
citotóxicas cuando producen alteraciones anatómicas o necróticas (Pumarola, 1987a).
Se han descrito dos tipos de enterotoxinas en Aeronwnas:
- la enterotoxina citotónica, similar a la toxina colérica y a la toxina termolábil de E.
coli, potencialmente responsable de la diarrea acuosa (Dubey y col., 1980; Ljungh y col.,
1982; Chakraborty y col., 1984). Esta toxina redondea y estimula la esteroidogénesis de las
células Y1 (Turnbull y col., 1984).
- la enterotoxina citotóxica (Cumberbacht y col., 1979; Johnson y Lior, 1981; Asao y
col., 1984; Stelma y col., 1986), que da lugar a síntomas similares a la disentería, al igual
que algunas especies de Salmonella y Shigella, caracterizada por diarrea mucohemorrágica.
Estos síntomas se han detectado sólo en un 20% de las infecciones asociadas aAeronionas
(Gracey y col., 1982). En estudios realizados en diferentes lineas celulares (Vero, bit 407,
CHO, HeLa, etc.), los efectos citotóxicos de los sobrenadantes de los cultivos de
Aeromonas dan lugar a lesiones o muerte celular (Boulanger y col., 1977; Barer y col.,
1986; Kindschuh y col., 1987).
Al parecer, la enterotoxina citotónica se detecta con menos frecuencia que la citotóxica
(Stelma, 1988) y, sin embargo, la mayoría de las infecciones relacionadas con Aeromonas
muestran síntomas asociados a la enterotoxina citotónica. Además, Morgan y col. (1985)
administraron cepas citotóxicas (dosis de 1Wt a 1010) a 57 voluntarios humanos,
observando una diarrea débil en solo dos de ellos, y Kindschuh y col. (1987) afirman que
el grado de citotoxicidad de las cepas no se correlaciona con la gravedad de los síntomas de
enfermedad (diarrea o sepsis). por lo que se podría sugerir que esta enterotoxina citotóxica
no juega un papel prioritario en la patogénesis. Por otro lado, Potomski y col. (1987b)
indican que sólo la enterotoxina citotóxica es factor de virulencia, ya que fue la única que
asociaron a la aparición de diarrea.
1.4.1.1.1. - Enterotoxina citotónica
Ljungh y col. (1981, 1982), en función del punto isoeléctrico y la filtración por gel,
separaron dos hemolisinas (a y ~)y una enterotoxina. Las características de la enterotoxina,
parcialmente purificada, se correspondían con la de unaenterotoxina citotónica: las células
y i sc redondearon sin producirse muerte celular, se vio estimulada la síntesis de AMPc y la
secreción de esteroides y, en asa ligada de intestino de conejo, se detectó un incremento en
la acumulación de fluidos. La inoculación intradérmica en conejo produjo sólo induración
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de la piel y no resultó letal para el ratón. El peso molecular se estimó en 15.000 daltons. Las
actividades biológicas permanecieron estables a 560C durante 10 minutos, pero
desaparecieron después de un tratamiento t¿rmico de 600C-2() minutos. No se han detectado
reacciones cruzadas con la toxina del cólera ni con las hemolisinas (a y ~),aunque se ha
observado su neutralización con un antisuero homólogo.
Dubey y col. (1980) purificaron también una enterotoxina citotónica, aunque no
determinaron su peso molecular. Chakraborty y col. (1984) donan el gen de la enterotoxina
citotónica de A. hydrophila en E. cali y las enterotoxinas que obtienen son estables a
560C-20 minutos, elongan las células CHO, provocan acúmulo de fluidos en asa ligada de
intestino de conejo y difieren de la toxina colérica y de la toxina TL de E. cotí
Gosling y col. (1993) aislaron y purificaron una enterotoxina citotónica de 15 kDa y
detectaron otro pico con esta actividad, que parecía corresponder a otra enterotoxina
citotí5nicadistinta.
Chopra y col. (1994) indican que Aeromonas spp. produce dos enterotoxinas
citotónicas: una termolábily la otra termoestable.
Muchos investigadores han detectado la enterotoxina citotónica en escaso número de
cepas. En este sentido, Johnson y Lior (1981) no encontraron actividad citotónica en
ninguna de las 73 cepas utilizadas y Seidier y col. (1980) sólo observaron actividad
citotónica en el 6% de las cepas. Stelma (1988) basándose en estos datos, sugiere que la
enterotoxina citotónica debe ser menos frecuente que la citotóxica. Sin embargo, el
síndrome diarreico más frecuentemente asociado a Aeromonas coincide con el
correspondiente a este grupo de enterotoxinas.
1.4.1.1.2. - Enterotoxina citotóxica
Cumberbatch y col. (1979) relacionaron las actividades citotóxica. hemolítica y
enterotóxica, evidenciando la existencia de una enterotoxina citotóxica, al igual que Johnson
y Lior (1981) que también relacionaron la actividad citotóxica con la enterotóxica. Sin
embargo, es en 1984 cuandoMao y col., purificaron una »-hemolisina a partir de una cepa
aislada de un paciente con diarrea, que fue citotóxica sobre células Vero y enterotóxica,
tanto en asa ligada de intestino de conejo como en la prueba del ratón lactante. Por otra
parte, era capaz de provocar la muerte en ratones un minuto después de la inoculación
intravenosa, por lo que presentaba propiedades enterotóxicas, ¡3-hemolíticas y citotóxicas.
El peso molecular estimado fue de 60.00<) daltons y se inactivaba a 560C en 5 minutos.
Stelma y col. (1986) observan que el suero elaborado (reine a esta hemolisina neutraliza
2’)
—Q
9:
u,
e
u
a-
a-
a-
u
a-
pv
a
a-
INTRODUCCION
completamente la actividad de cuatro cepas 13-hemolíticas, por lo que concluyen que la
¡3-hemolisina, por sí sola, puede determinar cambios en la permeabilidad intestinal.
Hostacka y col. (1982). Bloch y Monteil (1989), Asao y col. (1984). Bunning y col.
(1986), Stelma y col. (1986) y Burke y col. (1987) describieron moléculas con estas
características.
Burke y col. (198 la) trabajan con 100 cepas de A. hydrophila. examinando sus
actividades hemolítica, citotóxica y enterotóxica. Aunque encontraron una relación total
entre la producción de hemolisinas, citotoxinas y enterotoxinas, no hallaron una asociación
constante entre las diferentes cepas, por lo que consideraron que hemolisis, citotoxicidad y
enterotoxicidad, en ocasiones, podrían no ser propiedades de una misma molécula.
Además, observaron que la actividad enterotóxica detectada en rata persistía después de
calentar el sobrenadante libre de células y se neutralizaba con la antitoxina colérica, mientras
que la enterotoxicidad en ratones lactantes era extremadamente termolábil y no se
neutralizaba con dicho suero, por lo que existirían dos enterotoxinas distintas.
Jiwa (1983), trabajando con cepas de Aeromonas de diversas fuentes (heces
humanas, pescado, conejos, lombrices), encuentra relación entre citotoxicidad,
enterotoxicidad y alteración de la permeabilidad en piel de conejo, por lo que atribuye todas
estas actividades a la enterotoxina.
Chopra y col. (1986) pusieron de manifiesto dos enterotoxinas en los filtrados de A.
hydrophil.a: una presentaba reacciones cruzadas con la antitoxina colérica y era terniolábil, y
otra de carácter heterólogo y termoestable (1000C- 20 minutos). Potomski y col. (1987a)
purificaron una proteína ¡3-hemolítica, citotóxica y enterotóxica que no reaccionaba con la
antitoxina colérica y era termolábil. Mientras que Rose y col. (1989a,b) aislaron una
enterotoxina citolitica, que ya ha sido secuenciada (Chopra y col., 1993) y que puede
detectarse, inmunológicamente, con anticuerpos elaborados frente a la toxina colérica.
En 68 cepas de origen clínico y ambiental, Watson y col. (1985) observaron que el
41% de las aisladas en casos de diarrea no eran enterotoxigénicas. Esto sugiere que la
gastroenteritis podría deberse a otros factores o que los métodos empleados para determinar
la enterotoxicidad (asa ligada de intestino de conejo y ratones lactantes) no permiten detectar
la actividad de esta molécula. Por otra parte, el aislamiento de Aeromonas spp. en heces
podría únicamente reflejar su ingesta, mientras que la presencia de una carga elevada se
debería a la alteración de la ecología intestinal. Por todo ello, parece necesario precisar y
aclarar las relaciones entre bacterias, enterotoxinas y diarrea.
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1.4.1.1.3. - Hemolisinas
Las hemolisinas son proteínas extracelulares citoliticas muy frecuentemente asociadas
a A. hydrophila y A. sobria (Brenden y Janda, 1987; Kozaki y col., 1988). Pertenecen al
grupo de citolisinas bacterianas formadoras de poros y causantes de Vrdida del contenido
citoplásmico por alteración de la membrana celular (Bhakdi y Tranum-Jensen, 1988).
Ljungh y col., (1981) han descrito dos hemolisinas en Aeromonas:
- la a-hemolisina, caracterizada por producir una zona opaca de hemolisis en agar sangre,
que se inactiva a 560C en 10 minutos y que produce modificaciones morfológicas en
cultivos celulares. No es enterotóxica en asa ligada de intestino de conejo, pero por
inoculación intradérmica causa induración, rotura de capilares y dennonecrosis, provocando
ademásmuerte en el ratón. Su peso molecularaproximado es de 65.000 daltons y su punto
isoeléctrico de 4,8.
- la p-hemolisina, detectada en grandes cantidades cuando la temperatura de incubación es
de 370C, se inactiva con el mismo tratamiento térmico y da lugar a una zona clara de
hemolisis en agar sangre y vacuolización irreversible del citoplasma en ensayos celulares.
No es enterotóxica en asa ligada de intestino de conejo, pero sí letal en el ratón por
inoculación intraperitoneal, presentando los mismos efectos sobre piel de conejo que la
cz-hemolisina. Su peso molecular se estimó en tomo a 49.000-53.0000 daltons y su punto
isoeléctrico en 5.5. Se la conoce también como aerolisina’ (Bernheimer y Avigad, 1974) y
presenta reacción inniunológica cruzada con la hemolisina a.
Al menos se han descrito otras dos 13-hemolisinas, distintas y con actividad
enterotóxica, producidas por Aeromonas (Mao y col., 1984; Asao y col., 1986; Kozaki y
col., 1987). Ambas proteínas tienen un peso molecular aproximado de 50.000 daltons,
aunque sus puntos isoeléctricos difieren notablemente (5.3 a 54 frente a 7.6). Los ensayos
de inmunodifusión indican que estas dos jB-hemolisinas están inmunológicaniente
relacionadas (Asao y col., 1986).
La escasa actividad enterotóxica de la [3-hemolisinaparcialmente purificada por Ljung
y col (1981)y la elevada actividad de la hemolisina detectada por Mao y col. (1984) sobre
asa ligada de intestino de conejo, probablemente, se deba a las distintas técnicas de
purificación empleadas (Stelma. 1988).
Chakraborty y col. (1984) han señalado que los clones de E. cotí que portaban los
genes de la hemolisina y la citotoxina de A. hydrophila son inactivos sobre el asa ligada de
intestino de conejo, posiblemente, por la incapacidad de E. cotí para liberarlas hemolisinas
al medio (Chakraborty y col.. 1986).
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1.4.1. 1.4. - Mecanismo de acción de la [3-hemolisina
Las hemolisinas de Aeromonas producen alteraciones en la permeabilidad vascular,
edemas y necrosis (Chakraborty y col., 1986). Scheffer y col. (1988) estudiaron la
capacidad de las bacterias productoras de hemolisinas para liberar factores mediadores de la
inflamación. La a-hemolisina de E. cali y la ¡3-hemolisina de Aeromonas son potentes
estimuladores de la liberación de leucotrienos (LTB4 y LTC4) a partir de granulocitos
humanos. El primero es quimiotáctico para neutrófilos y eosinófilos humanos y el segundo
es un mediador de las reacciones anafilácticas, implicado en la broncoconstricción,
producción de mucus y aumento de la permeabilidad vascular. La liberación de estos
mediadores de la inflamación pueden ser la causa del incremento de la permeabilidad
vascular y de la formación de edemas por hemolisinas, mientras que la interacción de la
aerolisina con los polimorfonucleocitos humanos puede dar lugar a la liberación de
metabolitos, a partir de estas células, que estimulen la secreción en la mucosa. Estos hechos
podrían explicar la aparición de la diarrea.
Chakraborty y col. (1987) constataron que una cepa mutante, deficiente en la
[3-hemolisina,era menos tóxica para el ratón, no causó lesiones necróticas en el punto de
inyección y no se detectó en cultivos realizados 24 horas después de la inoculación,
mientras que la cepa paterna [3-hemolíticaera más tóxica, produjo necrosis y se aisló hasta
14 días después de su inoculación.
Garland y Buckley (1988) comprobaron que la 13-hemolisina es un proteína hidrofílica
y soluble que se secreta como una protoxina inactiva y se reactiva por la eliminación de 25
aminoácidos del extremo C terminal. La ruptura de los glóbulos rojos implica tres fases:
unión a los receptores, agregación de toxinas y ruptura de la membrana del eritrocito. Van
der Goot y col. (1993) observan que tanto la proaerolisina como la forma activa son
dímeros de similar estabilidad y solubles en agua. La protoxina se activaría eliminando el
péptido del carbono terminal, que no estaría implicado en la formación de poros en
membranas, pudiendo entonces oligomerizarse y dar lugar a la forma activa (Van der Goot
y col., 1994a,b).
Bunning y col. (1986) utilizaron células de melanoma para comprobar la producción
de los efectos, mediados por el AMPe, de la [3-hemolisinapurificada (inhibición del
crecimiento celular, incremento de la actividad tirosinasa y acúmulo de melanina)
característicos de las enterotoxinas citotónicas. Esta 13-hemolisina purificada era
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extremadamente tóxica para las células de melanorna y no se la consideró con efectos
citotónicos.
1.4.1.1.5. - Factor que presenta reacciones cruzadas con la toxina del cólera (CTC)
Jiwa (1983), Burke y col. (1984b) y Tumbulí y col. (1984) han observado reacción
cruzada entre la toxina colérica y la enterotoxina de Aeronionas spp. El uso de la antitoxina
colérica en técnicas ELISA mostró la existencia de un factor enterotóxico y hemolítico en
Aeromonas spp., que reacciona con los anticuerpos de la antitoxina colérica. En ningún
caso se ha podido detectar homología entre este factor y la toxina colérica por lo que no se
ha podido denominar toxina “cólera-hice”, sino “factor que presenta reacciones cruzadas con
la toxina colérica” o “CTC”. La similitud antigénica y el hecho de que se observara
incremento intestinal de fluidos sugiere que es enterotóxico y, por tanto, un posible factor
de virulencia en Aeromonas spp. (Campbell y Houston, 1985).
Schultz y McCardell (1988) utilizaron sondas génicas específicas, sintetizadas a partir
de ciertas regiones de las subunidades A y B de la toxina colérica, y comprobaron que estas
sondas hibridaban con el ADN de algunas cepas de A. hydrophila; además, la enterotoxina
que producían estas cepas reaccionaba con el suero de antitoxina colérica y se la podía
describir como una enterotoxinacitotónica. Potomski y col. (1987b) detectaron una toxina,
a partir de cepas fecales deAeromonas spp., que reaccionaba con la antitoxina colérica, no
era citotóxica ni hemolítica y tenía efectos cixotónicos. Hoy día, aunque no está
completamente establecido, algunos autores opinan que la enterotoxina citotónica y este
factor se pueden considerar moléculas muy similares o incluso idénticas (Janda. 1991). No
obstante, hay que tener en cuenta que la enterotoxina citotónica, descrita por Ljungh y col.
(1981) y Chakraborty y col. (1984), es más termorresistente y no presenta reacciones
cruzadas con la toxina del cólera, por lo que en todo caso, este factor que se inactiva a 560C
en 10 minutos (Caliill, 1990) constituida una enterotoxina citotónica distinta.
Las reacciones inmunológicas cruzadas detectadas entre las enterotoxinas citotóxicas
descritas por Asao y col. (1984), Howard y Buckley (1986>, Chakraborty y col. (1986) y
Bunning y col. (1986) sugieren que son moléculas similares, aunque pueden presentar
diferencias estructurales y funcionales importantes y, en cualquier caso, no se relacionan
antigénicaniente con la toxina colérica (Cahilí, 1990). Por todo ello, parece que sólo la
enterotoxina citotónica y la enterotoxina citolítica purificada por Rose y col. (1989a.b) se
asocian con la toxina del cólera.
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1.4.1.2. - Proteasas
Las proteasas producen una acción patógena de lesión directa de los tejidos,
facilitando así la invasividad (Sakai, 1985>; además, pueden tener un efecto indirecto al
activar el precursor de la [3-hemolisina (Leung y Stevenson, 1988). Ciertas proteasas
exocelulares, producidas por otras bacterias gram-negativas, como la elastasa (33 kDa) de
Pseudonwnas aeruginosa y algunas proteasas de Serrada rnarcescens (50 y 56 kDa) tienen
un papel importante en la patogenicidad (Wandersman, 1989).
Aeromonas spp. secreta al menoscuatro o cinco proteasas, en función del pH óptimo
y la especificidad del sustrato (Nieto y Ellis, 1986). Las dos proteasas principales han sido
descritas por Leung y Stevenson (1988); una de ellas es una metalproteasa termoestable y,
la otra, una serinoproteasa termolábil. La mayoría de las cepas de Aeromonas, analizadas
inmunológicamente, secretan ambas proteasas. Loewy y col. (1993) han purificado y
caracterizado una nueva zinc-proteinasa de 19 kDa. Aunque el papel de las proteasas no está
claro, la LD50 para el salmón y la trucha de una cepa mutante, deficiente en proteasas, fue
de 1000 a 10000 veces más alta que la de la cepa paterna, productora de proteasas (Sakai,
1985).
L4.1.3. a Sideróforos
Los sideróforos son compuestos de bajo peso molecular con una alta afinidad y
capacidad de unión a distintas formas orgánicas e inorgánicas de hierro, particularmente
bajo condiciones limitantes para este metal (Crosa, 1989>. Estos compuestos pueden
desarrollar importantes papeles en el establecimiento de la infección, ya que el hierro es
fundamental para el crecimiento de la mayoría de las especies bacterianas. Los
microorganismos patógenos son capaces de obtener el hierro a partir de formas
combinadas, mediante la síntesis de sustancias quelantes o secuestradoras de hierro
(sideróforos o quelinas) (Pumarola, 1987b), asociándose ciertos sideróforos extracelulares
a bacterias gram-negativas, como E. colí, productoras de enfermedades invasivas (Payne,
1988). Fn el caso de Aeromonas spp., Janda y col. (1994a) observan que las cepas
implicadas en bacteriemias. elaboran sideróforos, son muy hemolíticas y proteolíticas y
resistentes al complemento.
Casi todas las cepas de A. salmonicida, A. hvdrophila. A. sobria y A. caviae elaboran
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uno o más tipos de sideróforos (Barghouthi y col., 1981; Chan y Trust, 1983). En A.
salmonicida existe un mecanismo de adquisición de hierro, que precisa un sideróforo de
bajo peso molecular (Chan y Trust, 1983). En el caso de las Aeromonas mesótilas, la
mayoría de las cepas de A. hydrophila y A. caviae y, algunas de A. sobria, producen un
sideróforo denominado amonabactina, o bien, el llamado enterobactina (Barghouthi y col.,
1981, 1989; Zywno y col., 1989). Massad y col. (1991) observan dos mecanismos de
adquisición de hierro en distintas cepas de este género, uno de ellos, mediado por la
amonabactina, permite utilizar el hierro de la Fe-transferrina, mientras el otro proceso,
independiente de los sideróforos, accede al hierro de distintos compuestos hemo. Telford y
col. (1994) describen 4 variedades de amonabactinas producidas por distintas cepas de A.
hydrophila bajo condiciones restrictivas de hierro. Massad y col. (1994) señalan que la
síntesis del ácido 2-3 dihidroxibenzoico, presente en sideróforos, está codificada en dos
grupos de genes distintos, uno de ellos detectado en las cepas productoras de enterobactina
y el otro en las de amonabactina.
1.4.2.- Características asociadas a la célula bacteriana
Muchos factores asociados a la patogenicidad, como los determinantes de invasividad
o de resistencia al suero, las proteínas de la membrana externa reguladoras de hierro y la
capacidad para enfrentarse al sistema inmune mediante la variación antigénica no han sido
objeto de un estudio profundo que, sin embargo, podría aportar datos muy interesantes
(Finlay y Falkow, 1989; Smith, 1990).
1.4.2.1. - Fimbrias o pili
La presencia de adhesinas en las fimbrias o en otras estructuras de la superficie
bacteriana (proteínas de la membrana externa, lipopolisacáridos y flagelos) explica la
adhesión de las bacterias gram-negativas. En bacterias gram-positivas, la adherencia se
encuentra asociada a otros mecanismos (ácido lipoteitóico, glicocalix u otras estructuras
superficiales).
La adherencia requiere el contacto de la bacteria con la célula pero, como ambas
superficies son electronegativas, se crea una fuerza de repulsión, que sólo es neutralizada,
en parte, por débiles impulsos de atracción (fuerzas de Van der Waals, enlaces iónicos,
enlaces de hidrógeno, interacciones hidrofóbicas) que dan lugar a una barrera electrostática
que dificulta la aproximación. La presencia en la superficie de la bacteria de moléculas
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irolóbicas y. en especial de adhesinas, que por su pequeño tamaño no están sujetas a las
fuerzas de repulsión, facilitan el contacto.
Una infección es un proceso secuencial cuya primera etapa sería la fijación y
colonización de las bacterias patógenas en las células epiteliales de la puerta de entrada. La
adherencia de las bacterias patógenas al epitelio evita su eliminación por factores mecánicos
y facilita su desarrollo y multiplicación. Todo ello, no sólo representa una protección frente
a los agentes externos, sino que, además, les permite alcanzar el número crítico de bacterias
o la concentración adecuada de productos para poder iniciar la infección. El estudio de la
relación entre adherencia e infectividad ha demostrado que, en la mayoría de los casos,
existe un grado de correlación alto, tanto en las infecciones invasivas como por toxinas. Por
otra parte, se ha sugerido que los fenómenos de adherencia también intervienen en la
difusión de infecciones bacterianas secundarias. Se ha señalado que las alteraciones de las
células epiteliales, producidas en la infección primaria, podrían dar lugar a la pérdida de
ciertas sustancias de la superficie de la célula (fibronectina), que facilitada el acceso a los
receptores, o bien a la formación de otros nuevos, como se supone que ocurre en las células
infectadas por virus.
Sin embargo, la adhesión no constituye un factor indispensable para la infección,
pues anulando o reduciendo los mecanismos de defensa de la mucosa, las bacterias sin
capacidad de adhesión pueden multiplicarse e incluso producir una acción patógena. En
consecuencia, la capacidad de adherencia representa una ventaja ecológica para la
colonización e infección pero no constituye un requisito imprescindible.
Las fimbrias o pili son apéndices filamentosos de naturaleza proteica con capacidad
antigénica y, frecuentemente, portadores de adhesinas, que presentan la propiedad de
combinarse con receptores de naturaleza polisacárida, localizados en la superficie de las
células epiteliales, mediante uniones del tipo azúcar-lectina. La zona combinante está
constituida por un pequeño segmento de las subunidades proteicas de la fimbria (región
amino-terminal).
Las fimbrias se pueden diferenciar por una serie de caracteres como el tamaño, peso
molecular, composición en aminoácidos y poder inmunógeno y. además, en relación con la
presencia de adhesinas, por la capacidad de fijación selectiva en los receptores de diversas
células y especies de hematíes responsables del fenómeno de hemaglutinación; también, por
la naturaleza química de estos receptores y, sobre todo, porque la adición de los mismos o
de sustancias análogas permite inhibir específicamente el fenómeno de adherencia o de
hemaglutinación. Las adhesinas de las fimbrias, atendiendo a su sensibilidad al
monosacárido manosa, se dividen en dos grandes grupos: sensibles y resistentes a la
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manosa.
Las fimbrias manosa-sensibles, MS o fimbrias de tipo 1 son las más frecuentes y
están presentes en las bacterias gram-negativas. Presentan la propiedad de combinarse con
receptores que contienen D-manosa, que se encuentran en muchas glicoproteinas del moco,
así como en los fagocitos y hematíes de diversas especies de animales y del hombre, dando
lugar al fenómeno de la hemaglutinación, reacción que se inhibe por la adición de n-manosa
al medio. Estas fimbrias se consideran poco relacionadas con el poder patógeno, pero
intervienen en el proceso de colonización.
Las fimbrias manosa-resistentes o MR, por el contrario, son menos frecuentes y se
caracterizan porque producen la aglutinación de los hematíes, aún en presencia de
D-¡nanosa. Recientemente, se ha demostradoque las fimbrias manosa-resistentes no forman
un grupo homogéneo, sinoque agwpan todas las fimbrias que secombinan con receptores
específicos que no contienen manosa. Lamayoría de las fimbrias de E. coli asociadas con
patogenicidad en el hombre y animales son manosa-resistentes (Pumarola, 1987c).
Existe una subclase de fimbrias que intervienen en la conjugación bacteriana. Estas
fimbrias son más largas, flexuosas y poco numerosas (1 a 4 por bacteria) y finalizan en una
especie de botón. Son necesarias para transferir el material genético desde las bacterias
donantes a las receptoras durante la conjugación bacteriana (García-Rodríguez. 1987).
Los estudios realizados con microscopia electrónica han puesto de manifiesto que al
menos existen dos tipos morfológicos de fimbrias en cepas de Acromonas clínicas y
ambientales (Carrello y col., 1988): los pili rígidos (numerosos por célula) con una longitud
de 0,6 a 2,0 ~tm.,formados por subunidades de peso molecular de 17.000 a 18.000, y los
pili flexibles (1-60 por célula), denominados “mini pilin”, por el bajo peso molecular de la
subunidad que los constituye (4.000) (Ho y col., 1990; Honma y Nakasone, 1990). Sato y
col. (1989) han observado que no existen reacciones cruzadas entre los pili rígidos y los
antígenos de los factores de colonización 1 y II de E. cali. Ho y col. (1990) secuencian la
unidad constituyente de los pili flexible (“mini pilir”), observando que esta molécula de 46
aminoácidos parece ser totalmente nueva y no muestra homología con otras secuencias de
pilí conocidas. La expresión del “mini pilin” se puede regular ambientalmente, siendo
máxima a 220C, en medio liquido y en presencia de hierro reducido, mientras que los pili
rígidos parecen ser constitutivos y aparecen en todas las condiciones. Estos hechos sugieren
que la síntesis de los pili flexibles podría ser un requisito para la colonización en
hospedadores mamíferos dependiente de las condiciones del medio.
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1.4.2.2. - Proteínas de la membrana externa de la pared bacteriana (OMPs)
Aoki y Holland (1985) han separado electroforéticamente las proteínas de la
membrana externa de ocho cepas de A. hydrophila y otras ocho de A. salmonicida. En el
caso de A. hydrophila, las proteínas de la membrana externa son distintas de una cepa a
otra, aunque la mayoría de ellas contenían una proteína de 36 kDa; por el contrario, en las
cepas de A. salmonicida se observaron muchas proteínas comunes a todas las cepas, siendo
la más abundante una de 32 kDa. Bajo condiciones restrictivas de hierro, tanto A.
hydrophila corno A. salmonicida, sintetizaron nuevas proteínas de la membrana externa con
un peso molecular entre 68 y 93 kDa. Kuijper y col. (1989c) estudian las proteínas de la
membrana externa en 46 cepas fecales, apareciendo las bandas más prominentes entre 25 y
45 kDa. En las cepas de A. caviae, los perfiles de las proteínas fueron similares, mientras
que en las cepas de A. hydrophila y A. veronhl biotipo sobria se observó una marcada
heterogeneidad.
Atkinson y col. (1987) señalaron que la hemaglutinación y la producción de piEl son
independientes, al observar que la capacidad hemaglutinante se asocia a una proteína de la
membrana externa que permitiría a las células adherirse a receptores (antígeno H) de los
eritrocitos humanos. Estos receptores también se encuentran en las células intestinales, por
lo que esta proteína de la membrana externa facilitaría la unión a las células intestinales, en
las que la producción de enterotoxinas adquiere su máxima relevancia. Por otra parte,
Wilcox y col. (1994) observan la expresión de nuevas proteínas de la membrana externa,
que no aparecen en caldo de cultivo, cuando el crecimiento ocurre en contenido ileal
humano. Quinn y col. (1994) aíslan, mediante cromatografía de afinidad basada en la
reactividad con carbohidratos, dos proteínas formadoras de poro en bicapas lipídicas que
podrían actuar como adhesinas.
Las aeromonas son capaces de adherirse a eritrocitos, levaduras, células del epitelio
bucal y a la mucosa intestinal de conejo por mecanismos que implican la existencia de
proteínas no finibriadas de la superficie bacteriana (Atkinson y Trust, 1980; Levett y Daniel,
1981). Singh y col. (1993), indican que la adhesión al epitelio intestinal puede estar
mediada por factores de colonización fimbriados o no y hemaglutinantes o no. Neves y col.
(1994), detectan adherencia agregativa a células HEp-2 en A. hydrophila y A. sobria,
similar a la enteroadherencia agregativa detectada en E. cdi.Gray y Kirov (1993) observan
que A. vcronhi biotipo sobria prescnta una capacidad de adherencia a células HEp-2 superior
al resto de las especies.
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1.4.2.3. - Lipopolisacáridos de la membrana externa de la pared bacteriana (LPSs)
Forman parte de la membrana externa de la pared celular de las bacterias
gram-negativas, asociándose al antígeno O y a las endotoxinas. En el lipolisacárido de la
membrana externa de la pared bacteriana se describen tres fracciones (Pumarola, 1987a):
- Fracción externa o cadenas laterales del lipopolisacárido, constituida por unidades de
oligosacáridos, cuyo número, composición y secuencia diferirían según la especie
bacteriana y serían responsables de la especificidad del antígeno O.
- Fracción central o núcleo del polisacárido (core), formado por oligosacáridos y
KDO (ácido ketodesoxioctónico) que sería común entre las bacterias gram-negativas, y
explicaría las reacciones cruzadas que se presentan entre las distintas especies.
- Fracción interna o lípido A, que se identificaría con la endotoxina, responsable de la
toxicidad y de ciertas manifestaciones clínicas similares en infecciones causadas por
distintas especies, que se liberaría por lisis celular. Su toxicidad es inferior a la de las
exotoxinas, diferenciándose de éstas en que su acción es inespecífica. son termoestables, no
se detoxican por acción del formol por lo que no se transforman en toxoides y tienen escaso
poder inmunógeno.
Al analizar los polisacáridos de la región específica (cadenas laterales O) del LPS por
SDS-PAGE se han detectado al menos tres modelos. Uno de ellos, de carácter homogéneo,
se relaciona con el serogrupo 0:11 de Aeromonas y, al parecer, este tipo de LPS desempeña
un importante papel en el anclaje de la capa 5. Además, a este serogrupo se le ha
relacionado con la mayor virulenciaen peces y con la resistencia a la acción bactericida del
suero. (Dooley y col., 1985; Kokka y col., 1991b). Esteve y col. (1994), describen dos
grupos de cepas patógenas, uno de ellos constituido por cepas PAB+, pertenecientes al
serotipo 0:19, que presentan cadenas de tamaño homogéneo en el LPS y una proteína de la
membrana externa de 50 kDa. Las cepas del otro grupo fueron serológicamente variables,
PAB-, presentaron un LPS heterogéneo y OMPs de 33 a 45 kDa. Por otro lado, Francki y
Chang (1994) indican que el LPS podría actuar como una adhesina en A. sobria.
1.4.2.4. - Flagelo
Los miembros de Aeromonas spp. son generalmente móviles con un único flagelo
polar de 1,7 jlm, aunque en cultivos jóvenes, a veces se observan flagelos laterales cortos
(< 1,7 ~tm)(Stelma, 1989). Existe muy poca información sobre el flagelo de Aeromonas
spp.. a pesar de que la movilidad se relaciona con la patogenicidad ya que. únicamente, las
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especies móviles se consideran potencialmente patógenas para el hombre.
1.4.2.5. - Capa extra, proteica y externa a la pared bacteriana (Capa S)
La presencia de una “monocapa macromolecular periódica”, de estructura
paracristalina. sobre la pared bacteriana se observó, por primera vez, hace 42 años, en
fotografías realizadas con un microscopio electrónico (Houwink, 1953, citado en Sleyrt y
Messner, 1983). Posteriormente, se ha comprobado que esta capa es más frecuente de lo
que en un principio se sospechaba, observándose su presencia en Acinetobacter spp.,
Campylobacter fetus, Aeromonas salmonicida, distintas especies de Bacillus, de
Clostridium, de Laciobaciflus y en otros microorganismos (Yaxnada y col., 1981; Ishiguro
y col., 1981; Evenberg y col., 1982; Tsuboi y col., 1982; Sleyrt y Messner, 1983). La
capa 5 se puede considerar como la membrana biológica más sencilla desarrollada alo largo
de la evolución; generalmente, está formada por un sólo polipéptido homogéneo de peso
molecular alto y, ocasionalmente, por carbohidratos como componentes minoritarios en
forma de glicoproteinas. Los pesos moleculares determinados por SDS-PAGE varían de 40
a 200 kDa.
Está directamente implicada en las interacciones entre la célula y su entorno y,
desaparece cuando la bacteria se cultiva de forma prolongada en el laboratorio, indicando
que su presencia es un elemento de protección para los microorganismos que la poseen
(Sleytr, 1978).
Se precisan 5 x ío~ monómeros de la capa 5 para dar lugar a una cadena
bidimensional totalmente cerrada alrededor de un bacilo. En algunos microrganismos, la
síntesis de la proteína de la capa S parece estar completamente controlada, dada la escasa
cantidad que se detecta en el medio de crecimiento (Thorne y col., 1976), mientras que, en
otros, la producción es excesiva (Beveridge y Murray, 1975; Smit y col., 1981; Ya¡nada y
col., 1981). La capaS no sólo desempeña una acción protectora frente a ataques externos e
internos, sino que también contribuye a mantener la morfología celular y juega un papel
importante en la adhesión. La existencia de canales, de 2 a 3 nm de diámetro, no impediría
el paso de nutrientes y productos de degradación, pero si podría proteger a las células de la
acción de enzimas líticas y de otros agentes hostiles del entorno (Sleyrt,1978; Beveridge.
1979; Stewart y Beveridge, 1980; Stewart y Murray. 1982). Se ha observado que la capa S
puede evitar la liberación de macromoléculas, aumentando la concentración celular sobre
todo en la fase exponencial de crecimiento (Sleyrt y Messner. 1983). Además de las
funciones dependientes del tamaño de los poros, la capa S puede actuar como una barrera
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física frente a la respuesta inmune del hospedador (Trust y col, 1980; Ishiguro y col., 1981;
Evenberg y Lugtenberg, 1982; Evenberg y col., 1982; Munn y col., 1982). En ocasiones
se opone a la infección por bacteriófagos (Ishiguro y col., 1981), aunque también puede
presentar receptores específicos a cienos bacteriófagos (Sleyrt y Messner, 1983). Además,
la capa S se considera implicada en fenómenos de adhesión como autoaglutinación y
adhesión a epitelios (Sleyrt y Messner, 1983), en el intercambio iónico (Beveridge, 1978;
Beveridge, 1979) y en el efecto tampón frente a ácidos e hidrogeniones de la célula y el
entorno (Sleyrt y Messner, 1983).
En lo que se refiere a Aeromonas, en 1981 Kay y col, identificaron, con el
microscopio electrónico de transmisión, una capa adicional (originalmente llamada capa A)
externa a la pared celular en cepas autoaglutinantes de A. salmonicida (HG3) patógenas para
peces. Los estudios bioquímicos y genéticos indican que está compuesta por una simple
cadena proteica superficial de 49 a 51 kDa (Kay y col., 1984). La capa 5 confiere una
hidrofobicidad superficial elevada a las cepas autoaglutinantes de A. salmonicida y es el
factor de virulencia más importante (Trust y col., 1983; Belland y Trust. 1985; Ishiguro y
col., 1985). La capacidad de unión al rojo Congo, la resistencia a la lisis mediada por el
complemento y la asociación a monocitos fagocíticos parecen relacionarse con la presencia
de la capa 5 en A. salmonicida (Ishiguro y col., 1985; Munn y col., 1982; Trust y col.,
1983).
Posteriormente, en varias investigaciones simultáneas, se detectaron cepas de A.
hydrophila (GHI) y deA. veronii biotipo sobria (GHE), provistas decapaS, implicadas en
infecciones humanas y animales (Dooley y Trust, 1988; Paula y col., 1988; Kokka y col.,
1991a). Las cepas de origen humano se aislaron, principalmente, en infecciones
extraintestinales, como peritonitis y bacteriemias (Janda y col., 1987). Independientemente
de su procedencia (humano, animal o ambiental), estas cepas presentaron idénticas
estructuras y propiedades genéticas, así como, características fenotípicas similares (Paula y
col., 1988; KokJca y col., 1991a). El análisis electroforético de las proteínas superficiales de
la capa 8, indicé que son moléculas ácidas con un peso de 52 a 58 kDa (Dooley y col.,
1988; Kolcka y col., 1990, 1991a). La composición en aminoácidos de estas proteínas
resultó similar a la de las proteínas de A. salinonicida, aunque no se observó homología en
la secuencia aminoacídica terminal, que es repetitiva en las cepas de A. sainionicida (Kay y
col., 1984; Dooley y col., 1988). También se detectaron diferencias funcionales con
respecto a la capa S de A. salmonicida, ya que no se observó que se incrementase la
hidrofobicidad de la superficie celular, ni la capacidad de unión del rojo Congo (Paula y
col., 1988). Recientemente. Thomas y Trust (1995) han donado y expresado en E. cotí la
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subunidad proteica que constituye esta capa. Kokka y col. (199 Ib) afirman que la presencia
de capa 5 no está directamente implicada en la patogenicidad para el ratón e indican que su
papel en la patogénesis puede ser totalmente distinto al de la capaS de A. salmonicida. En
cualquier caso, las cepas de A. hydrophila con capa S, pertenecientes al serotipo 0:11, se
consideran altamente virulentas para hombres y peces (Dooley y Trust. 1988; Paula y col.,
1988). Algunas investigaciones seroepidemiológicas ponen de manifiesto que este tipo de
cepas representan el 20-30% de todas las de A. hydrophila y A. veronhi biotipo sobria
aisladas de infecciones humanas (Kokka y col.. 1992). En este sentido, Merino y col.
(1993) han desarrollado una prueba inmunoenzimática para detectar este tipo de cepas en
alimentos.
1.4.2.6. - Invasividad
La capacidad de Aeromonas para producir síntomas disentéricos podría relacionarse
con la invasividad celular, como ocurre en Salmonella y Shigella (Watson y col., 1985). Al
investigar cepas de origen fecal, se observó que la invasividad era más frecuente en A.
sobria que en el resto de las especies, aunque esta característica no se relacionaba con la
enterotoxicidad. Sin embargo, en el caso de A. hydrophila, sí se detectó asociación entre la
aparición de síntomas de disentería y la invasividad de las cepas (Watson y col., 1985). En
1985, Lawson y col. (1985) observaron que 6 de 10 cepas de A. hydrophila eran capaces
de invadir células HEp-2; la composición plasmídica de estas cepas invasivas sugirió que,
probablemente, los genes responsables se localizabanen el cromosoma y que, en cualquier
caso, no estaba clara la relación entre invasividad iii viti-o y patogenicidad ¡ti vivo.Gray y
col. (1990) comprobaron que entre el 14 y el 36% de las cepas de Aerontonas invaden
células HEp-2, siendo también A. sobria la más invasiva. Nishikawa y col. (1994) señalan
la adhesión e invasión en células de carcinoma de colon humano (Caco-2).
1.4.2.7. - Resistencia al suero
Muchas Aeromonas, tanto mesófilas como psicrótrofas. son resistentes a la lisis
mediada por el complemento humano, de peces y conejos (Munn y col.. 1982; Janda y col.,
1984a). La mayoría de las cepas de A. hydrophila y A. sobria son más refractarias a la
acción bactericida del suero que A. caviae; las cepas sensibles parecen activar el
complemento dando lugar a una rápida lisis (Brenden y Janda, 1986). Mittal y col. (1980)
asociaron la resistencia a la acción bactericida del suero con cepas altamente virulentas para
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peces. Sin embargo, Montenegro y col. (1985) no han detectado, en 66 cepas de
Aeromonas, el gen traT, que codifica una proteína de la membrana externa, responsable de
la resistencia al suero de E. cotí. Merino y col. (1994) observan que la resistencia a la lisis
mediada por el complemento, además de ser dependiente de la temperatura de crecimiento y
de asociarse a distintas formas del lipopolisacárido, puede deberse a la rápida degradación
de algunos elementos de este sistema, impidiendo la formación del complejo lítico. Janda y
col. (1994b) han detectadoresistencia a la acción lítica del complemento, principalmente, en
cepas del serogrupo 0:11 y provistas de capa S.
1.4.2.8. - Plásmidos
Entre el 20 y el 100% de las cepas de A. salmonicida, A. hydrophila y A. sobria
examinadas portaban plásmidos de peso molecular entre 2 y 100 MDa (Toranzo y col.,
1983a; Chang y Bolton, 1987; Belland y Trust, 1989). La mayoría de las cepas de A.
salmonicida presentan perfiles plasmídicos bastante homogéneos. En A. hydrophila y A.
sobria, la frecuencia de plásmidos es más baja (20 a 58%) y las variaciones en los perfiles
plamídicos son mayores. Muchos de los plásmidos de Aeromonas son factores R que llevan
marcadores de resistencia frente a la tetraciclina, ampicilina, tobramicina y kanamicina
(Toranzo y col., 1983a; Hedges y col., 1985; Chang y Bolton, 1987). Toranzo y col.
(1983a) observaron en una cepa de A. hydrophila, “curada” de plásmidos, numerosas
diferencias con respecto a la cepa paterna, que afectaban a la producción de indol y
gelatinasa, a las propiedades supeificiales y a la resistencia a la tetraciclina. Posteriormente,
Hanes y Chandíer (1993) detectan un plásmido de 40 MDa que regula la adhesividad a
células Caco-2, la actividad hemolítica y la resistencia a antibióticos.
En los últimos años se ha intentado establecer el papel que las aeromonas juegan en
las enfermedades humanas y animales. Los mayores avances hacen referencia al
conocimiento de nuevas especies, la identificación de estructuras (capa S, “mini pum”) y la
caracterización genética de factores de virulencia (hemolisinas y proteasas). Sin embargo,
quedan muchas cuestiones por resolver, siendo primordial el desarrollo de un modelo
animal donde se reproduzca la diarrea asociada a Aeroinonas y, por tanto, sea posible
establecer, inequívocamente, el papel de Atromonas como patógenos gastrointestinales.
43
a-
St
a-
0’
a-
St
a-
st
e
st
st
0<
IWTRODUCCJON
También son necesarias las investigaciones sobre productos extracelularrs y asociados a la
célula, en cepas patógenas y no patógenas, para determinar los factores implicados en la
virulencia. La frecuencia de los distintos grupos de hibridación requiere también un estudio
más profundo con el fin de aclarar la epidemiología de este tipo de infecciones (Janda,
1991). Por otro lado, son necesarios exámenes rutinarios de heces diarreicas y de alimentos
sospechosos para valorar la importancia sanitaria de las gastroenteritis asociadas a
Aeromonas spp. transmitidas por alimentos. Algunos estudios sugieren que su presencia en
alimentos representaría un riesgo bajo, ya que tanto estos microrganismos como sus toxinas
son termolábiles, la producción de toxinas es más elevada en medios bacteriológicos que en
los alimentos y. aunque algunas cepas pueden crecer competitivanienteen alimentos a 50C,
la detección de una carga elevada en los mismos no parece ser frecuente (Kirov, 1993).
Hasta que las cuestiones concernientes a la patogenicidad de Aeromonas y su
comportamiento en alimentos no estén totalmente resueltas, la presencia de un número
elevado de Aeromonas en alimentos debería ser considerada, únicamente, como un riesgo
potencial para la salud, principalmente, en personas inmunodeficientes.
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OBJbIT VOSDEL TRABAJO
El planteamiento de este trabajo se centré en el estudio comparativo de cepas de
Aeromonas spp. móviles aisladas de alimentos y de heces diarreicas humanas, en cuanto a
sus posibilidades de llegar a producir una acción patógena en el hombre. En consecuencia,
una vez seleccionados los medios de cultivo y técnicas de identificación y aislamiento de
más garantía y después de comparar la resistencia de ambos tipos de cepas, se abordé el
problema del estudio y valoración de los factores de virulencia asociados a los productos
exocelulares, propiedades superficiales y características bioquímicas de las cepas de
Aeromonas spp. Para conseguir estos objetivos se estructuró el trabajo del siguiente modo:
- Evaluación del comportamiento de tres medios selectivos para el aislamiento de
Aeronzonas spp. móviles, así como selección de las pruebas bacteriológicas y bioquímicas
que garantizan la correcta identificación de este grupo bacteriano y su diferenciación anivel
de especie.
- Determinación de su incidencia en alimentos españoles (carnes, pescados, mariscos, etc.)
recogidos de supermercados y establecimientos de venta al público.
- Comprobación de la resistencia deAeromonas spp. frente a diferentes parámetros físicos y
químicos (temperatura, pH, cloruro sódico, nitritos, cloro, antibióticos, etc.).
- Estudio de los factores de virulencia de cepas aisladas en alimentos y en heces diarreicas
humanas:
Actividad hemolitica (eritrocitos de cordero y conejo y sangre de caballo y cordero).
• Actividad enzimética (proteasas y lipasas).
Citotoxicidad (lineas celulares estables Vero y mieloma).
Hemaglutinación e inhibición de la hemaglutinación por azúcares.
Autoaglutinación y aglutinación con acriflavina.
• Hidrofobicidad superficial (unión a filtros de nitrocelulosa y adsorción a hidrocarburos).
Detección depilí y de la capa 5 mediante microscopia electrónica de transmisión.
• Características bioquímicas que pudieran relacionarse con la patogenicidad.
Asociaciones presentes entre los factores de virulencia estudiados.
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111.1. - Material y equipo
- Material de vidrio (pipetas, tubos, matraces, etc.) “Pyrex” o de calidad similar.
- Material de plástico estéril (microplacas. placas de petri, botellas, tubos, etc.) “Nunc”,
“Falcon” y “Sterilin”
- Micropipetas automáticas P-20, P-200, P- 1000 y P-5000 (Gilson), pipeteador automático
(Falcon). agitadores, etc.
- Destilador de agua “Pobel”.
- Homogeneizador “Stomacher” mod. 400 Colworth.
- Balanzas “A/D” mod. ER-120A. “A/D” mod. ER-600A y mod. ER-3000A.
- Ph-metro Metrohm mod. 654.
- Autoclaves “Selecta” mod. 437-G.
- Estufa de aire forzado “Heraeus” mod. KFTU-K.
- Filtros “Millipore” de 0,22 y 0,45 jm de diámetro de poro. La filtración de grandes
volúmenes se realizó con un sistema conectado a una bomba de vacío EYELA A-3S.
- Sistema de ultrafiltración tangencial “Minisette” TM de “FILTRON”, conectado a una
bomba peristáltica “Masterflex” y con 3 paquetes compactos, “cassettes” o cartuchos de
membranas (serie “Omega”, “FILTRON”) específicos para realizar cortes moleculares a 50,
30 y 8 kDa.
- Filtros de nitrocelulosa “Millipore” mod. SCWP.
- Centrífugas “Sorvail” mods. RC-5B y GLC-l con rotores SS-34 y OSA y
microcentrífuga “Heraeus” mod. Biofuge con rotor 1220.
- Sistema de evaporación-centrifugación al vacío “Howe” mod. GV1 conectado a una
bomba de vacío “Titan” mod. Trap.
- Cámara de flujo laminar “Telstar” mod. CE-A.
- Estufas “Heraeus” mods. K.B-500, B6200 y BK-600 y “Selecta”, mod. Termotronic 338.
Baños de agua o propilenglicol provistos con termostatos “Selecta”, mod. Tectron. Baño de
agua con agitación orbital “GFL” mod. 1092 conectado a una unidad de refrigeración
“Braun” mod. Frigomix U.
- Microscopio óptico “Nikon”, mod. L-Ke, equipado con un dispositivo de contraste de
fases.
- Ultraniicrotomo “LKiB” mod. Ultratome III,
- Microscopio electrónico de transmisión “Zeiss’ mod. 902 con equipo fotográfico.
- Espectrofotómetros “Kontron” mod. Uvikon 820 y “Hitachi” mod. U-2000, con
impresora térmica “Kontron” mod. Uvikon LS Thermoprinter 4B. Lector de microplacas
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“Cultelc” mod. Tietertek Multiskan Plus.
- Congeladores “Liebherr”, mod. GT6102 y “Sanyo” mod. Ultra low. Frigorífico
“Kelvinator” mod. AKR. Recipiente de Nitrógeno líquido
- Cámara con equipo de filtración-esterilización de aire “Telstar” y acondicionador de
temperatura “Interelisa”, provisto de: campana de flujo laminar “MDH” mod. 20134;
centrífuga “Sorvalí” mod. TC6 con un rotor H-400; incubador de £02 con camisa de agua
“REVCO” mod. Ulúma; baño de agua con temrnstato ‘Bunsen” mod. BA-12; microscopio
invertido equipado con cámara fotográfica “Olympus” mod. CK2 y frigorífico y congelador
“Liebherr”.
1111.2. - Productos biológicos
111.2.1. - Microorganismos
Se emplearon 100 cepas de Aeronionas spp.: 4 procedentes de la Colección Espaflola
de Cultivos Tipo (Burjasot, Valencia), 15 aisladas por el Dr. J. Reina en heces diarreicas
humanas (Hospital Son Dureta, Palma de Mallorca) y el resto obtenidas a partir de
alimentos yaguas. (Tabla 111.1).
111.2.2. - Alimentos
Se tomaron muestras de los siguientes alimentos: carnes (vacuno, cerdo, polío y
cordero), pescados (pescadilla, gallo, jurel, sardina, trucha), mariscos (chirlas, mejillones,
gambas, cigalas), leche cruda, queso fresco y ensaladas preparadas.
111.2.3. - Aguas
Se recogieron muestras de agua potable dorada, agua potable no dorada y agua no
potable.
111.2.4. - Preparados hematológicos
La sangre de caballo y cordero, así como, las suspensiones dc eritrocitos de conejo y
cordero fueron suministrados por “Biomerieux”.
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Tabla 111.1 - Cepas de Aeromonas spp. móviles empleadas en este trabajo
Especie Origen Especie Origen
A. hydrophila
A. hydrophila
A. hydrophila
A. hydrophila
A. hydrophila
A. sobria
A. sobria
A. sobria
A. sobria
A. sobria
A. caviae
A. caviae
A. caviae
A. caviae
A. caviae
A. hydrophita
A. hydrophila
No clasificada
A. sobria
A. hydrophila
A. hydrophila
No clasificada
A. hydrophita
A. sobria
No clasificada
No clasificada
A. hydrophita
No clasificada
A. caviae
A. sobria
No clasificada
A. hydrophila
A. sobria
A. hydrophita
Noclasificada
Noclasificada
A. sobria
No clasificada
A. hydrophita
A. hydropbila
A. bydrophila
A. hydrophila
No clasificada
A. sobria
A. sobria
CECT (839)*
CECT (398)*
CECT (838)*
CECT (837)*
Heces diarreicas humanas
Heces diarreicas humanas
Heces diarreicas humanas
Heces diarreicas humanas
Heces diarreicas humanas
Heces diarreicas humanas
Heces diarreicas humanas
Heces diarreicas humanas
Heces diarreicas humanas
Heces diarreicas humanas
Heces diarreicas humanas
Heces diarreicas humanas
Heces diarreicas bumanas
Heces diarreicas humanas
Heces diarreicas humanas
Agua no potable
Agua no potable
Agua no potable
Agua no potable
Agua no potable
Agua nopotable
Agua nopotable
Agua nopotable
Agua nopotable
Carne de pollo
Carne de cordero
Carne de vaca
Carne de cordero
Carne de cordero
Carne de cordero
Carne de pollo
Carne de pollo
Carne de pollo
Carne de vaca
Queso fresco
Queso fresco
Carne de pollo
Carne de pollo
Carne de cordero
Carne de pollo
Carnede cerdo
Carnede cerdo
Carnede cordero
Carnede cordero
Carne de cerdo
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
loo
No clasificada
No clasificada
No clasificada
A. sobria
A. caviae
A. hydrophi¡a
A. hydrophi¡a
A. sobria
No clasificada
A. sobria
No clasificada
No clasificada
No clasificada
A. hydrophila
No clasificada
A. hydrophila
No clasificada
A. hydrophila
A. sobria
No clasificada
No clasificada
A. hydrophila
No clasificada
A. hydrophila
A. hydrc’phila
A. hydrophila
A. hydrophila
No clasificada
A. hydrophila
A. sobria
A. hydrophila
A. hydrophita
No clasificada
A. caviae
A. sobria
A. hydrophila
A. hydrophila
A. caviae
A. hydrophila
A. sobria
A. caviae
A. sobria
A. sobria
No clasificada
A. hydrophita
No clasificada
A. hydrophila
A. caviae
A. hydrophila
A. sobria
A. hydrophila
Carne de pollo
Carne de pollo
Carne de pollo
Carne de cerdo
Carne de cerdo
Carne de cerdo
Carne de cerdo
Carne de cerdo
Carne de pollo
Carne de pollo
Carne de cerdo
Carne de cerdo
Queso ftesco
Carne de vra
Carne de pollo
Pescadilla
Pescadilla
Jurel
Jurel
Jurel
Pescadilla
Gallo
Gallo
Sardina
Jurel
Pescadilla
Jurel
Sardina
Trucha
Trucha
Jurel
Pescadilla
Pescadilla
Mej ilión
Chuña
Chirla
Gambas
Gambas
Mejillón
Mejillón
Mejillón
China
Gambas
Cigala
Chirla
Cigala
Mejillón
Mejillón
Mejillón
Chirla
Leche crnda
* - Nómero cori-espond~eflte en la Colección Espaflolade Cultivos Ti~ (CECT) (Budasol. Valencia)
1 A. hydrophila
2 A. hydrophila
3 A. caviae
4 A. sobria
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
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111.2,5. - Líneas celulares estables
Se utilizó la línea celular Vero (riñón de mono verde africano), cedida por el Centro de
Biología Molecular de la Universidad Autónoma de Madrid y células de mieloma de ratón
(P3X63-Ag 8.653), procedentes del Instimto Llorente de Madrid.
111.3. - R&aflixn~
Los reactivos utilizados fueron de la calidad “reactivo” suministrados por “Merck”,
“Sigma”, “Fluka” y “Panreac”.
Los productos empleados en las experiencias microbiológicas procedieron de las
firmas “Oxoid”, “Merck” y “Difco”.
Los cultivos celulares se realizaron con los productos suministrados por “Gibeo”.
111.4. - Mkladns
111.4.1. - Preparación de los medios de cultivo
Se llevó a cabo, de acuerdo con las instrucciones de los suministradores. Se ajustaron
al pH correspondiente y se esterilizaron a 1200C y una atmósfera de presión durante 20
minutos, excepto aquellos medios o suplementos en los que se especifica otrométodo de
esterilización,
III.4,L Prepar-adón-cle---soluciones
Se realizaron en agua destilada, excepto aquellas en las que se indicaba otro diluyente
particular.
111.4.3. - Recuentos microbianos
Para realizar los recuentos se hicieron diluciones decimales de las muestras en suero
fisiológico (0,85%) o en agua de peptona (1%) estériles. Las diluciones se sembraron (en
masa o en superficie) en los medios sólidos. utilizando dos placas para cada dilución.
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111,4.4. - Aislamiento de colonias
Se realizó de acuerdo con el método descrito por Ordóñez (1978). Para ello se
numeraron las colonias de las placas, en las que aparecían entre 100 y 200 colonias, y se
eligió el 20% de ellas, de acuerdo con una tabla de números estrictamente aleatorios.
111.4.5. - Toma de muestras
Las muestras de un mismo alimento se adquirieron en distintos días y comercios de
Madrid. La leche cruda procedió de la granja Priégola La Chirigota de Madrid. El agua
potable dorada se recogió de la red de distribución de Madrid, el agua potable no dorada de
un manantial situado en el Parque del Oeste de Madrid y las muestras de agua no potable de
distintos tramos de los ños Manzanares y Guadarrania.
111.4.6. - Mantenimiento de las cepas
Medio empleado:
Caldo triptona soja con extracto de levadura <TSB-f.YE):
Caldo triptona soja: 31g11
Digetidopancreático de caseína 17 g/l
Digeridopapafnicodeseinilladesoja 3 g/l
Clomro sódico 5 g/l
Fosfato potÁsico dibésico 2,5 gIl
Glucosa 2,5 g/í
Extracto de levadura 6g/l
Todas las cepas se conservaron a -80~C y a ~20oC,en caldo triptona soja con extracto
de levadura (0,6%) (TSB+YE) y glicerol (12 a 15%).
111.4.7. - Revitalización de las cepas
Previamente a la realización de los ensayos se revitalizaron las cepas, partiendo
siempre de un cultivo puro de 24h obtenido en TSB+YE a 280£.
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111.4.8. - Manejo de lineas celulares estables
111.4.8.1. - Mantenimiento
Se resuspendieron 5x106 células porml en la mezcla de congelación (90% de suero
fetal bovino y 10% de dimetilsulfóxido) y se dispensan en volumenes de 1 ml en viales
estériles. Se conservaron a -850C en un arcén congelador y a ~l50ÓCen nitrógeno liquido.
Tras la descongelación, las células se mantuvieron en los medios de cultivo a 370C,
con un 5% de CO
2 y una humedad relativa próxima al 100%, sustituyendo el medio de
cultivo por medio fresco recién preparado y ajustando el número de células, siempre que se
consideró necesario, con el fin de mantener la población celular en fase de crecimiento
exponencial.
111.4.8.2. - Recuentos celulares
El número aproximado de células se estimé en una cámara de Neubauer con la ayuda
de un microscopio invertido. Previamente, las células de mieloma se tiñeron (Id) con
Thpan azul al 2% en PBS.
111.4.8.3. - Cultivo de células Vero
Medio de Faglemodificado por Dulbecco:
CaCI2.2H20
Fe(No3).9H20
KCI
MgSO4.7H20
NaCJ
NaHC%
NaH2PO4.2H20
O-Glucosa
Fenol rojo
Piruvatode sodio
L-Arginina.HCI
L-Cistina
L-Glutamina
Glicina
L-Histidina IICI.1120
L-lsoleucina
I~-Leucina
264
0,10
400
200
6400
3700
141
1000
15
HO
84
48
580
mg/l
mgfl
mg/l
mg/l
mg/1
mg/l
mg/l
mg/1
mg/l
mg/l
mg/1
mg/l
mg/]
30 mg/l
42 mg/l
105 mg/l
105 mg/I
L-Lisina HCI
L-Metionina
L-Fenilalanina
L-Serma
L Treonina
L-Triptófano
L-Tirosina
L-Valina
Pantotenato cálcico
Clorurode colina
Acido fálico
1-Inositol
Nicotinamida
Pifidoxal HO
Riboflavina
TiaminaHO
56
146
30
66
42
95
16
72
94
4
4
4
7,2
4
mg/l
mg/1
mgIl
mg/l
mg/]
mg/l
mg/l
mg/l
mg/1
mg/l
mglI
mg/l
mg/l
4 mg/l
0,4 rng/l
4 mg/1
MATERIAL YMETODOS
El medio de cultivo completo utilizado para las células Vero contenía:
- Medio de Eagle modificado por Dulbecco
- Suero fetal bovino (previamente inactivado a 56oC~ 10 minutos)
- Solución de Penicilina-Estreptomicina (10000 UI y 10 mg/mí, resp.)
- Solución de L-Glutamina 200 mM
100 ml
lOmí
lml
imí
Las condiciones de crecimiento fueron 37”C, 5% de CO2y humedad relativa alta.
111.4.8.4 - Cultivo de células de mieloma
Medio RPMI 1640 sin glutamina
Ca(N03)2.4H20
KCI
MgSO4.7H20
NaCí
NaIICO3
NaH2PO4(anlúd)
O-Glucosa
Glutationa
Fenol rojo
L-Arginina
L-Asparragina
ÁcidoL-Aspártico
L-Cistina
Ácido L-Olutémico
Glicina
L-Histidina
L-Hidroxiprolina
[-Isoleucina
L-Leucina
L-Lisina HCI
100
400
100
6600
2000
800
2000
1
5
200
50
20
50
20
10
15
20
50
50
40
mg!)
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg!)
mg!)
mg/l
mg/l
mg/l
mg!)
mg!)
mg!)
mg/1
mg!)
mg!)
mg!)
mg!)
mg!)
mg!)
L-Metionina
L-Fenilalanina
L-Prolina
L-Serina
L-Treonina
L-Triptéfano
L-Tirosina
L-Valina
Biotina
Pantotenato cálcico
Cloruro de colina
Ácido félico
i-lnositol
Nicotinamida
Ácido Para-aminobenzoico
Piridoxina MCI
Riboflavina
Tiamina MCI
Vitamina B12
15
15
20
30
20
5
20
20
0.2
0.3
3
1
35
1
1
1
0,2
1
0,005
El medio de cultivo empleado en esta línea celular se componía de:
- Medio RPMI 1640 sin glutamina
- Suero fetal bovino (previamente inactivado a 560C- 10minutos)
- Solución de Penicilina-Estreptomicina (10000 UI y 10 mg/mí, resp.)
- Solución de L-Glutaniina 200 mM
Las condiciones de crecimiento fueron 370C, 5% de £02 y humedad relativa alta.
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg/l
mg!)
m~l
mg/l
mg!)
mg!)
mgIl
mg/l
mg/l
mg!)
mg/l
mg/l
100 ml
iSmí
lml
imí
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111.4.9. - Técnica para comparar el comportamiento de los medios selectivos
(AAA, AGAP y mA) en el aislamiento de Aeromonas spp. móviles.
- Medio de Aeronwnos (mA) (Ryan, 1985. Datos proporcionados porOxoid):
Proteosa-peptona
Extractode levadura
Clorhidrato de L-lisina
Clorhidrato de L-arginina
Inositol
Lactosa
Sorbosa
Xilosa
5 gIl
3
3,5
2
2,5
1,5
3
3,75
gil
g/l
g/l
g/l
g/l
gIl
gil
Sales biliares n03
Tiosulfato sédico
Cloruro sédico
Citrato amónico fénico
Azul de bromotimol
Agar
Azul de timol
Ampicilina
pH 8±0,1
Las colonias de Aeronionas son de colorverde etNacon el centro inés oscuro y de 0,5 a 1,5 mm de
diámetro.
- Agar glutainato penicilina (AGAP) (Kielwein, 1969):
L(+)glutamato sédico
Almidón hidrosoluble
Dihidrógeno fosfatopotásico
Sulfato de magnesio
Rojo de fenol
Agar
Pimaricina
Penicilina
10 gil
20 g/l
20 gil
0,5 gIl
0.36 g/l
gIl
gil
12
0,01
100.000
pH 7,2 + 02
Aparecen colonias amarillas de 2-3 mm de diámetro rodeadas de una zona ainauiflenta.
- Agaralmidón axnpicilina (AAA> (Palumbo el al. 1985a):
Almidón soluble
Agarcon rojo de fenol:
Proteosa peptonanl
Extracto de carne
Cloruro sédico
Rojo fenol
Agar
10
1
5
0,025
15
Ampicilina
10 g/l
31 g/l
g/l
gil
gil
g/l
g/l
0,01 g/l
pH 7,0±0,1
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10,67
5
0.8
0,04
12,5
0,04
0,005
g/l
g/l
gIl
gil
g!)
g/l
gIl
g/l
MATERIAL YMETODOS
Aeronionas spp. dsrn lugar a coionias amarillas, de 3-5 mm de diámetro, que se caracterizan porque
después de afiadir 5 mIde lugol <Solución yodo yodurada de Lugol: Yodo 1 g; Yoduro poAsico 2 g;
Agua destilada 200 mí) en la superficie de la placa se tornan de color miel con un halo amarillo
- Agar triptona soja con extracto de levadura (TSA+YE>:
TSB+YE, suplementado con agar (1,5%)
Los antibióticos se añadieron a los medios de cultivo en forma de solución esterilizada
por filtración (poro = 22 I.tnx)
Anuas y alimentos: agua dorada, leche cruda, carnes picadas de vacuno, cerdo y poíío,
pescadilla, trucha, chirlas y gambas.
£~¡a~: A. hydrophila CECT 839, A. hydrophila CECT 398, A. caviae CECT 838 y A.
sobria £ECT 837.
~i~¡: De cada alimento se obtuvieron cinco fracciones: alimentos sólidos (10 g triturados
y homogeneizados en 90 ml de agua de peptona al 1%); alimentos líquidos (10 ml
homogeneizados en 90 mide aguade peptona al 1%).
Las cepas de Aeromonas se sembraron en TSB+YE y se incubaron a 280C durante
18h. La concentración aproximada de los cultivos de las cuatro cepas se determinó por
espectrofotometría a 600 nm, mediante la utilización de rectas patrón calculadas previamente
para cada cepa (Figuras 111.1, 111.2, 111.3 y 111.4), que relacionaban la absorbancia a 600
nm con el 1og
10 de las ufc/m] de cada cultivo en fase de crecimiento exponencial.
Cuatro de las muestras obtenidas de cada alimento se inocularon con 1 ml de un
cultivo de cada una de las cepas de Aeromonas spp., variando el volumen del alimento
inoculado de modo que, la concentración fmal de cada cepa fuese aproximadamente de ío~
ufe/mí de muestra de alimento. A continuación, se efectuaron los recuentos de todas las
muestras en los tres medios específicos descritos. La quinta muestra de cada alimento se
utilizó para realizar los recuentos de la flora natural de los alimentos, en agartriptona soja y
en los tres medios de cultivo selectivos para Aeromonas.
Las placas se incubaron a 28
0C-24h, excepto las del medio AGAP que se incubaron
durante 48h. Tras realizar los recuentos, la capacidad de inhibición de los medios selectivos
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1,2
0,8
0,4
0,0
y - 9,2265 + l,1323x R = 0.956
(p <0,01)
7,5 8.0 8,5 9,0 9.5
¡ng ufe/mí
Figura 111.1 - Relación entre la absorbancia
(600 orn) y el log ufc/ml de un cultivo de
A. hydrophila CECT 398
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y - 5.0045 + O,66547x R 0.998(p <0,0001)
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log ufe/mí
Figura 111.2 - Relación entre la absorbancia
(600 nnfl y el log ufc/ml de un cultivo de
A. hydrophila CECT 839
1,2
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0,4
0,0
y - 5,3765 + 0.71186x R = 0,988
<0,01)
‘7,5 8,0 8,5 9,0 9,5
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Figura 111.3 - Relación entre la absorbancia
(600 nmn) y el Iog ufc/ml de un cultivo de
A. sobña CIICT 837
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Figura 111.4 . Relación entre la absorbancía
(600 nm) y el Jog ufc/rnl de un cultivo de
A. caWae CECT 838
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MATERIAL YMETODOS
frente a la flora natural de los distintos alimentos se determinó comparando los recuentos de
colonias en estos medios con los obtenidos en TSA+YE. Finalmente, la capacidad de
recuperación de las cepas de Aeromonas spp. móviles se determiné comparando los
recuentos en los medios específicos con el nivel de inoculación determinado por
espectrofotometría.
111.4.10. - Técnica para investigar el comportamiento de A. sobria CECT
837 en los medios selectivos (AAA, AGAP y mA) modificados
La concentración fmal de antibióticos
- AAA sin ampicilina
- AAA con 0,005 gIl de ampicilina
- mA sin ampicilina
- mA con 0,01 gIl de ampicilina
- AGAP sin penicilina ni pimaricina
- AGAP sin penicilina
- mA con 25.000 IJIA de penicilina
- mA con 50.000 UT/l de penicilina
- mA con 75.000 131/1 de penicilina
- mA con 100.000 UI/l de penicilina
- AGAP con 25.000 UI/l de penicilina
- AGAP con 50.000 UI/l de penicilina
- AGAP con 75.000 UN de penicilina
en los medios fue la siguiente:
Para estudiar el posible efecto inhibidor
- mAcon 0,025 gIl de rojo fenol
- AAA modificado sin rojo fenol y con 0,005 g/l de ampicilina:
Agar nutritivo:
Peptona
Extracto de carne
Cloruro sódico
Almidón
Ampicilina
del rojo fenol se prepararon los medios:
31 g/l
5 gil
3 gIl
5 gil
10 g/l
0,005 g/l
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MATERIAL YMETODOS
- AAA modificado con rojo fenol y 0,005 g/l de anipiciina:
AAA modificado sin rojo fenol y con 0,005 gIl de ampicilina
Suplementado con 0,025 gIl de rojo fenol
Para observar la influencia de la interacción de la ampicilina con el pH. la xilosa,
lisina libre, arginina libre y el extracto de levadura se prepararon los siguientes medios:
-mApI-{7
-AAA
-AAA
-AAA
-AAA
-AAA
-AAA
(0,005 gil
(0.005 gIl
(0,005 gIl
(0,005 gIl
(0,005 gIl
(0,005 gIl
de ampiciina) pH 8
de anipiciina) con 3,75 g/l de xiosa
de ampicilina) con 3,5 g/l de L-lisina
de ampidiina) con 2 gIl de L-arginina
de ampicilina) con 3,5 gIl de L-arginina y 2 g/l de L-lisina
de ampicilina) con 3 gIl de extracto de levadura
Todos
suplementos
los medios se esterilizaron por calentamiento hasta ebullición y los
de antibióticos y xilosa se esterilizaron por filtración.
I~nia: Los recuentos de A. sobria CECT 837 en los medios modificados se realizaron, a
partir de un cultivo en TSB+YE, incubado a 280C durante 18 h.
Los recuentos obtenidos en TSA+YE se utilizaron como referencia para expresar, en
forma de porcentaje, la recuperación de A. sobria CECT 837 en los medios en estudio.
111.4.10.1. - Antibiograma
Se empleó el medio Mueller-Hinton compuesto por:
Infusión de carne
Ácidos de casamino
Almidón
Agar
g/l
gí
gR
gil
y discos impregnados en los siguientes antibióticos:
Mido nalidfxico (30 ~‘g)
Tetmaciclina (30 íg)
Estreptomicina (1 Ogg>
Oxaciina (1 I’g)
Neomicina (30 ~íg)
Cefoxitina (30 ~sg)
Polirnixina 13(300 (71)
Lincomicina (2 gg)
A¡npicilina (10 i’g)
Penicilina 6(10 171)
Cloranfenicol <30 pg)
Sulfisoxazol (300 gg)
Gentamicina (10 ~tg)
Nitrofunmtoína (300 pg)
Kanajnicina (30 ig)
Cefalotina (30 ~íg)
Trimctroprim-Sulfamctoxazol (25 pg)
Eritromicina (15 j.tg)
Bacitracina (10 UI)
Novobiocina (30¡ig)
300
17,5
1,5
17
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Se prepararon cultivos en TSB+YE, que se diluyeron en suero fisiológico hasta
obtener una concentración aproximada de í0~ ufc/ml. Se añadieron 5 ml de este inóculo a la
superficie del medio distribuido en placas, eliminando, después de 5 minutos de reposo, el
líquido sobrante.
Los discos impregnados de antibióticos se colocaron sobre la superficie del medio
inoculado y, tras 15 minutos de reposo, las placas sc incubaron a 280C durante 18 horas.
La sensibilidad o resistencia de los microrganismos se determinó en función del
didmetro del halo de inhibición alrededor de los discos (Tablas proporcionadas por la firma
suministradora).
111.4.11. - Técnicas de enriquecimiento, aislamiento e identificación de
Áeromonas spp. móviles en aguas y alimentos
Se utilizaron las siguientes muestras: 2 de agua potable dorada, 3 de agua potable no
dorada y 7 de agua no potable; 5 muestras de carne de cerdo, 5 de cordero, 5 de vaca y 5 de
pollo; 5 muestras de trucha, 5 de pescadilla, 5 de jurel, 5 de sardina y 5 de gallo; 5 muestras
de chirla, 5 de gamba, 5 de cigala y 5 de mejillón; 5 muestras de leche cruda, 5 de queso
fresco y 5 de ensaladas preparadas.
La presencia deÁeromonas se investigó, en cada muestra, el día de su adquisición y
cuando aparecieron los primeros signos de alteración en esa misma muestra mantenida a
100C.
Ifl.4.1 1.1. - Enriquecimiento y aislamiento
Medio de enriquecimiento: Agua de peptona alcalina:
Peptona 10 gIl
Cloruro sódico 10 g/l
pH 8,6
El pH sc ajustó con NaOH lN
Medio de aislamiento: medio deAeronionas (mA)
Las muestras sólidas se trituraron en condiciones asépticas. Se tomaron 25 g de los
alimentos sólidos y 25 ml de las muestras líquidas que se homogeneizaron, en ambos
casos, con 225 ml de agua de peptona alcalina. El homogeneizado se mantuvo a 280C
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durante 24h.
Las diluciones decimales del homogeneizado enriquecido sc sembraron en la
superficie del medio de Aeromonas (mA), previamente distribuido en placas. Después de la
incubación (300C-24h), las colonias con las características de Aeronwnas se sembraron en
tubos inclinados de TSA+YE y se mantuvieron a 40C, para su posterior identificación
bioquímica. Las cepas se revitalizaron antes de realizar las pruebas bioquímicas.
111.4.11.2. - Identificación bioquímica de género y especie
En todas las cepas consideradas como Aeromonas spp. móviles se comprobó su
capacidad para producir citocromo oxidasa y fermentar la glucosa en el agar de Kligler. En
las cepas oxidasa (+) y Kligler (+) se comprobó que cumplían las siguientes características:
gram (-), ONPG (+), DNasa (+), catalasa (+), crecimiento a 370<2 (+), crecimiento sinCINa
(+>. resistencia al agente vibriostático 0/129 (+), hidrólisis del almidón (+), fermentación
del D-manitol (+) e 1-inositol (-), ornitina descarboxilasa (-), arginina dihidrolasa (+),
producción de H
2S del tiosulfato (-) y ureasa (-).
De acuerdo con Popoff (1984), el criterio seguido pan diferenciar las especies fue:
Pruebas bioquímicas A. hydrophlla A. caviae A. sobria
Producción de gas de la glucosa + - +
Hidrólisis de la esculina + + -
Fermentación de la salicina + + -
Voges Proskauer + - +
Crecimiento con CNK + + -
111.4.11.2.1. - Pruebas
III.4.1l.2.l.l. - Oxidasa
Se emplearon bastones impregnados en una solución de oxalato N~N-dimetil-p-
fenilenediamina, zicido ascórbico y a-naftol.
El bastón se pone en contacto con una colonia obtenida en agar triptona soja con
extracto de levadura (0.6%) de 18-24h; la aparición de un color azul púrpura en el extremo
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del bastón indica que la reacción es positiva.
111.4.11.2.1.2. - Fermentación de glucosa (Agar con hierro de Kligler)
Agar con hierro de Kligler:
“Lab-Lemco” en polvo 3 gIl
Extracto de levadura 3 gil
Peptona 20 g/l
Cloruro sédico 5 gIl
Lactosa 10 g/l
Glucosa 1 gIl
Citrato fénico 0,3 gIl
Tiosulfato de sodio 0,3 g/l
Rojo fenol 0,05 gIl
Agar 12 gIl
Los tubos esterilizados se dejaron solidificar en posición inclinada, formando una
pendiente en la parte superior del agar. A partir de un cultivo revitalizado se realizó la
siembra en superficie y por picadura hasta la base del tubo. Se incubaron a 280<2 durante
48h.
Una pendiente roja y un fondo amarillo, con o sin gas, indican la fermentación de la
glucosa pero no de la lactosa del medio. Cuando tanto la pendiente como el fondo presentan
una reacción ácida (amarillos), con o sin gas, se ha producido la fermentación de la lactosa.
Cuando no se aprecian cambios de color, los microorganismos no fermentan ninguno de los
dos azúcares.
Ill.4.1l.2.l.3. - Gram
Se efectuó con cristal violeta como colorante principal y safranina como colorante de
contraste.
Tras realizar la tinción, las bacterias gram-negativas se observaban de color rojo-rosa,
mientras que la afinidad tintorial de la pared de las gram-positivas daba lugar a color
púrpura.
III.4.ll.2.1.4. - ONPG
La actividad IS-galactosidasa de las cepas se determinó empleando discos impregnados
en el compuesto (J-nitrofenoI-~-D-galactopiranósido (ONPG). Para ello, se suspendió una
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colonia en un tubo de ensayo con 0.2 ml de una solución estéril de CINa al 0,85%,
añadiendo, a continuación, un disco de ONPG. Los tubos se incuban a 370C. La lectura se
realiza a los 20 minutos ya las 4 horas. La aparición de un color amarillo en el disco yen el
medio indica la hidrólisis del O-nitrofenol43-O-galactopiranósido.
111.4.11.2.1.5. - DNasa
Agarpara la prueba de DNasa
Triptosa 20 gIl
Mido desoxinibonucléico 2 gIl
5 gIl
Agar 15 gil
Para determinar la actividad desoxirribonucleasa, se realizó una siembra en estrías
sobre el agar DNasa. Estas placas se incubaron a 280<2 durante 24h. A continuación, las
placas se inundaron con una solución de ácido clorhídrico 0.IN. Los microorganismos que
degradan el ADN del medio dan lugar a la aparición de halos transparentes alrededor de las
estrías.
111.4.ll.2.l.6. - Catalasa
Se realizó la siembra en TSA+YE. Las placas se incubaron a 280<2 durante 24h. Se
vertió sobre la superficie del cultivo 1 ml de peróxido de hidrógeno de 10 vol. La pmeba se
consideró positiva cuando aparecía una marcada efervescencia sobre las colonias.
I1I.4.1l.2.l.7. - Crecimiento a 370<2
Se sembraron sobre TSA+YE. Después de incubar las placas a 370C durante 7 días se
observó la presencia o ausencia de crecimiento.
llI.4.ll.2.l.8. - Crecimiento sin CiNa
Los microorganismos se sembraron sobre caldo nutritivo:
Exrodc carne 3 gil
Peptona 5 g/l
Después de incubar las tubos a 370C durante 7 días se observó la transparencia o
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turbidez del medio.
HI.4.ll.2.l.9. - Resistencia al agente vibriostático 01129
Se emplearon discos impregnados con 150 gg del agente vibriostárico 0/129 (fosfato
2-4-diamino- 6-7-diisopropilpteridina). La siembra se realizó en estrías sobre placas de
TSA±YE,depositándose un disco sobre cada estría. Las placas se incubaron a 280<2 durante
48h. Las cepas se consideraron resistentes cuando el crecimiento en la estría fue uniforme,
sin observarse halos de inhibición alrededor del disco.
u1.4.1l.2.1.10. - Hidrólisis del almidón
Para estimar la hidrólisis del almidón se empleó una modificación del agar almidón
ampicilina, descrito por Palumbo (1985), como medio específico para el aislamiento de
Aeromonas, a partir de alimentos. Este medio se modificó, excluyendo de su composición
la ampicilina, quedando constituido por:
Agar con rojo de fenol 31 g/l
Almidón lOg/l
El medio se sembró e incubó a 280<2 durante 24 h; posteriormente, se añadieron 5 ml
de la solución de Lugol a cada placa. Las cepas que hidrolizaron el almidón dieron lugar a
halos amarillos alrededor de las colonias. Cuando las cepas eran amilasa negativas, la
superficie del agar, incluidos los limites de las colonias, tomó color violeta oscuro.
111.4.11.2.1.11. - Fermentación de azúcares (D-manitol, i-inositol y salicina)
Se preparó un medio base constituido por:
Agar infusión de ternera 25 gIl
Infusión de carne
¡nagra de ternera 500 g/l
Proteosa pepona n03 10 g/lCloruro sádico 5 gIl
Púrpura de bromocresol 0,02 gil
Este medio se suplementé con 10 g/l de inositol, manitol o salicina.
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MATERIAL YMLTODOS
Los tubos se sembraron e incubaron a 280<2 durante 48h. La fermentación se
evidenció por el cambio de color del indicador de pH desde púrpura a amarillo.
Ill.4.1l.2.l.12. - Descarboxilación de la ornitina y (o dihidrólisis) de la arginina
Medio base de Moeller para descarboxilasa:
Extxauo de vacuno 5 gIl
Peptona 5 gIl
Glucosa 0,5 gil
Púrpura de bxx>mocresol 0,01 gil
Rojo creso! 0,005 gil
Piridoxal 0.005 gil
Este medio se suplementó con 10 gIl de ornitina o arginina, ajustando a continuación
el pH a 6. Los caldos inoculados se incubaron a 280<2, un máximo de 4 días. En este tiempo
se examinó la aparición de color púrpura
Lll.4.11.2.1.13. - Producción de 1125 del tiosulfato sódico
La producción de ácido sulfídrico apartir del tiosulfato se puso de manifiesto por el
ennegrecimiento del agar hierro de Kligler (descrito en el apanado 111.4.11.2.1.2) y del agar
lisina hierro (descrito en el apartado 1114.14.3.3).
I11.4.1l.2.l.14. - Produción de ureasa
La producción de ureasa se detecté empleando la base de agar de urea suplementada,
después de su esterilización y enfriamiento hasta 5O~C, con una solución de urea estéril,
obteniendo el siguiente medio:
Peptona 1 gil
Glucosa 1 gil
Cloruro sédico 5 gií
Fosfao potásico monobésico 2 g/l
20 g/l
Rojo fenol 0,012 g/l
Ágar 15 g/l
El medio se repartió en tubos, que solidificaron en posición inclinada, en los que se
inocularon los microoganismos. Los tubos se incubaron a 280C durante 24h. Los
microorganismos que no producen ureasa no modifican el color del medio; la detección de
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ureasa implica el cambio de color de amarillo a rojo púrpura.
III.4.ll.2.l.15. - Producción de gas apartirde glucosa
Se preparó el medio base utilizado para detectar la fermentación de azúcares
(III.4.l1.2.l.ll). Este medio se suplementó con 10 g/l de glucosa y se repartió en tubos,
con campana Durham.
Los tubos se sembraron y se incubaron a 280<2 durante 48h. La producción de gas se
detectó por la aparición de una burbuja de gas en la campana.
1II.4.11.2.1.l6. - Hidrólisis de la esculina
Se empleó el agar con esculina y bilis.
Extracto de carne 3 gil
Peptona 5 g/l
Bilis de buey 40 g/l
Esculina 1 g/l
Cinto férrico 0.5 g/l
Agar 15 g/l
Las placas se sembraron y se incubaron a 28~C durante 24h. La aparición de color
negro alrededor de las colonias es consecuencia de la hidrólisis de laesculina.
I11.4.1l.2.1.17. - Voges Proskauer
Se utilizó el medio Rojo de metilo Voges Proskauer (MRVP) distribuido en tubos con
5 mí:
Peptonadecarne 7 g/í
Glucosa 5 gIl
Tampón de fosfatos 5 gIl
Los tubos se inoculan y se incuban a 30~C durante 24h. A cadatubo se le añade:
- 0,5 ml de una solución de a-naftol al 6 % en etanol
- 0,5 ml de KOHal 40% en agua destilada
Después de agitar los tubos y exponerlos al aire se observa color rojo (+) en la
superficie del medio, como consecuencia de la producción de acetilmetilcarbinol a partir de
la glucosa del medio.
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1I1.4.1l.2.l.18. - Crecimiento con cianuro potásico
Se empleó el medio base de <2NK suplementado con una solución de CNK,
esterilizada por filtración, que se añadía después de la esterilización y enfriamiento del
medio hasta 500C:
Proteosa peptonanl 3 gIl
Fosfato disódico 5.64 gIl
Fosfato monopotásico 0,225 g/1
Cloruro sádico 5 gIl
Cianuro potásico 0,075 g/l
Después de incubar las tubos, previamente sembrados a 280<2 durante 7 días, se
observó la transparencia o turbidez del medio.
111.4.12. - Técnica para la estimación de la resistencia al cloro
Se emplearon comprimidos esterilizantes que contenían:
Halazona 5 mg
Excipiente e. s. p. 1 comprimido
Se prepararon cultivos en 5 ml de TSB+YE, incubándolos a 280<2 durante 24 horas, y
diluyéndolos en suero fisiológico hasta la concentración adecuada,
Para cada cepa se prepararon 4 matraces con 1 litro de suero fisiológico estéril,
inoculados con 1O~ ufeímí, aproximadamente. Tres de estos matraces se doraron con 2.5, 5
y 10 mg de halazona, dando lugar a niveles de 1,2, 2,5 y 5 ppm de cloro activo,
respectivamente, el cuarto matraz se utilizó como control no dorado. Tras 30 minutos en
agitación, se realizaronrecuentos de todos los matraces enTSA+YE.
111.4.13. - Técnica para la estimación de la resistencia en distintas
condiciones de cultivo (temperatura, cloruro sódico, pH y nitrito sódico)
Se empleó TSB+YE, como medio base, que se modificaba por la adición de cloruro
sódico, nitrito sódico o variación del pH, esterilizándose por filtración (poro = 0,22 gm). El
medio modificado, de acuerdo con la variable en estudio, se dispensé en microplacas
estériles (250 gí por pocillo), obteniéndose cuatro pocillos con las mismas condiciones de
cultivo; dos de ellos se sembraron con It) ¡fi del inéculo y los otros dos se utilizaron como
controles no inoculados.
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Las microplacas se incubaron dentro de cajas herméticas con agua en el fondo para
mantener una humedad elevada. A lo largo de la incubación y a intervalos adecuados se
midió la absorbancia a 620 nm de cada pocillo en un lector de microplacas. De acuerdo con
Ferreira y Lund (1987), el crecimiento se consideró positivo cuando la media aritmética de
la absorbancia de los pocillos inoculados era al menos 0,025 unidades superior a la de los
dos pocillos no inoculados.
Se obtuvo una curva de crecimiento para cadacepa, en cada una de las condiciones de
cultivo estudiadas y, a partir de ella, se calcularon los siguientes parámetros:
D: Tiempo (horas) que tarda en detectarse el crecimiento
P: Tiempo (horas) necesario para alcanzar una tasa bacteriana de i<P ufcíml
g: Tiempo de generación o duplicaciónde la población bacteriana
M: Máxima absorbancia detectada durante la incubación (620 nm).
La relación entre el número de bacterias viables por ml y la densidad óptica se
determinó en un cultivo de A. sobria 13 en TSB+YE incubado a 280<2, realizando los
recuentos sobre TSA+YE y midiendo la absorbancia a 620 nm en el lector de microplacas
cada dos horas (Figura 111.5).
y = 4.1525e-2 + 3,5120e-LOx R = 0,998
1,2
1
o
<.4
‘o 0.8
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Figura 111.5 - Relación entre laabsorbancia (620 nm)
y el número de ufe/mí dc un cultivo de A. sobria 13
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Temperatura: El efecto de la temperatura se determinó a pH 7, 0,5% dc CINa y en ausencia
de nitritos; para ello las placas se incubaron a4, 10, 28. 37 y 450<2.
Ckruxs~54i~a: Se registró el crecimiento de las cepas a 0.5, 2,5, 4,5 y 6.5% de CINa.
manteniendo en todos los casos una temperatura de 280<2, pH 7 y ausencia de nitritos.
ph: Los parámetros constantes durante la incubación fueron la temperatura (28~C), el
cloruro sódico (0,5%) y la ausencia de nitritos, comprobando en estas condiciones el efecto
del pH (3,5; 4,5; 6; 7; 8,5) sobre e] crecimiento.
Nixriin..s~dLn: Para estudiar la influencia del nitrito sódico se mantuvo constante la
temperatura (28~<2). el cloruro sádico (0,5%) y el pH (7) y se adicionaron al medio 0, 63,
125, 250, 500 y 1000 pg/ml de nitrito sódico.
Posteriormente, se realizaron todas las combinaciones posibles entre la temperatura
(4, 10, 28 y 370C), la concentración de cloruro sádico (0.5 y 2,5%), el pH (6. 7 y 8,5) y la
concentraci6n de nitritos (0, 63, 125, 250, 500 y 1000 ng/ml). Unicaniente se emplearon
los valores en los que, previamente, al estudiar el efecto individual de cada parámetro sobre
el desarrollo de las cepas de Aeromono.sse habla detectado crecimiento.
111.4.14. - Técnicas para la determinación de características relacionadas
con la virulencia de Áeromónas spp. móviles
111.4.14.1. - Factores extracelulares
111.4.14.1.1. - Obtención de sobrenadantes
III.4.14.1.1.l. - A distintas temperaturas y tiempos
Las cepas de Aeromonas spp. se sembraron en 10 ml de TSB+YE distribuidos en
matraces de 100 ml. La incubación se realizó en agitación (150 rpm) a diferentes tiempos y
temperaturas:
- Para el estudio de la actividad hemolítica: 70C~336 horas; 200C-5() horas; 28oC~24
horas; 370<218 horas
- Para detectar las actividades proteolítica y lipolítica: 280C~48 horas
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- Para detectar la actividad citotóxica: 280C~24 horas
El sobrenadante se obtuvo (Figura 111.6) por centrifugación (10.000 rpm, 30’~, 4~C)
Se emplearon filtros con un tamaño de poro de 0,22 ~tm.recogiendo el filtrado en viales
estériles. El sobrenadante se almacenó a 40<2 y se utilizó en las 24 h siguientes a su
obtención.
111.4.14.1.1.2. - Tratados por calor
Volúmenes de 1 ml de los sobrenadantes, obtenidos a partir de los cultivos incubados
a 280<2-24h, se mantuvieron en un baño termostítico, a 560C durante 10 minutos.
111.4.14.1.1.3. - Concentrados y fraccionados por diafiltración
Cada cepa se sembró en 22 matraces (de 500 mí) que contenían volumenes de 100 ml
de TSR-YE. La incubación se realizó con agitación (150 rpm) a 28~<2 durante 24 horas. Los
cultivos se centrifugaron (10.000 rpm, 30m, 40<2) y se filtraron (poro = 0,45 gm),
obteniéndose 2 litros de sobrenadante filtrado.
La diafiltración, tal y como indica la Figura 111.7, se basa en realizar dos
ultrafiltraciones: en primer lugar, se realizó la ultrafiltración del sobrenadante (2 litros),
obteniéndose 1,9 litros de filtrado y 100 ml de retenido, que queda en la parte superior del
sistema. La segunda ultraíiltración se realizó adicionando 2 litros de agua destilada, que al
atravesar el cartucho purifican el retenido y dan lugar a 2 litros de filtrado, del que se
aprovechan los primeros 100 ml. Finalmente, se recogen los 100 ml de retenido.
Con cada sobrenadantc se realizaron tres diafiltraciones sucesivas, a través de tres
cartuchos o paquetes de membranas poliméricas de poliéster sulfona, para realizar cortes
moleculares a 50, 30 y 8 kDa (Figura 111.8.). Con ello se obtuvieron cuatro fracciones, tres
de ellas concentradas unas 20 veces: fracción de PM> 50 kDa, fracción de PM c 50 y > 30
kDa y fracción de PM < 30 y > 8 kDa y una cuarta sin concentrar: fracción de PM <8 kDa
Esta última fracción se concentró. aproximadamente 20 veces, por
evaporación-centrifugación al vacío a temperatura inferior a 300C.
Las fracciones se esterilizaron por filtración (poro = 0,22 ~tnm).dispensándose en
alícuotas de 1 ml en viales estériles que se conservaron a -200C hasta su utilización.
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Figura 111.6- Preparación del sobrenadante
Mantenimiento de cepas:
850<2
(15% glicerol)
Revitalización:
TSB + 0,6% YE
28~C - 24h.
Condiciones de cultivo:
TSB + 0,6% YE
150 rpm
Temperatura/tiempo variable
Centrifugación:
10000 r.p.m.
3Oxninutos
40<2
/<
Filtración del sobrenadante:
poro = 0.22 gm.
o
Almacenamiento del sobrenadante filtrado:
24 h - 4’>C máximo
o -200C
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Figura 111.8 - Esquema del fraccionamiento del sobrenadante por diafiltración
Sobrenadante filtrado (2 litros)$
Diafiltración a través del cartucho de 50 kDa
Retenido (100 mí) =
Fracción de PM >50 kDa
Concentrada unas 20 veces
Filtrado (2 litros) PM <50 kDa$
Diaflítración a través del cartucho de 30 kDa
Retenido (100 mí) =
Fracción de PM < SOy >30 kDa
Concentrada unas 20 veces
Filtrado (2 litros) PM <30 kDa
y
Diafiltración a través del cartucho de 8 kDa
Retenido (100mí) =
Fracción de PM .c 30 y > E kDa
Concentrada unas 20 vecesFiltrado (2 litros) = Fracción de PM < 8 kDa
Sin concentrar
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111.4.14.1.1.4. - Correspondientes a las distintas fases de crecimiento bacteriano
Cada cepa se sembró en 12 matraces de 50 ml que contenían 5 ml de TSB+YE. Los
medios inoculados se incubaron a 280<2, en agitación (150 rpm) durante 22 horas. Cada dos
horas se retiró un matraz para realizar el recuento en TSA+YE y obtener el sobrenadante tal
y como se ha indicado anteriormente (Figura 111.6). El sobrenadante se dividió en alícuotas
de 1 ml que se mantuvieron a -200C hasta su utilización.
111.4.14.1.2. - Pruebas hemolíticas
111.4.14.1.2.1. - En agar sangre de caballo o cordero (Burke y col., 198 la)
El medio TSA+YE, después de esterilizado, se dejó enfriar hasta 450C, para
adicionarle un 5% de sangre de caballo o cordero desfibrinada estéril. El medio se repartió
en placas que se sembraron e incubaron a 200C-50h, 280C-24h y 370C-18h.
Lahemolisis u se detectó por la aparición de halos opacos alrededor de las colonias,
mientras que la cepas 13-hemolíticas dieron lugar ahalos transparentes.
III.4.14.1.2.2. - En eritrocitos de conejo o cordero en suspensión (Burke y col., 1981a)
Tampón fosfato salino (PBS) pH 7,2:
CINa 8 gIl
KH
2PO4 0,2 g/l
Na2HPO4.12H20 2,9 gIl
<21K 0,2 g/l
Los eritrocitos de cordero o conejo se lavaron tres veces en PBS estéril pH 7,2 antes
de preparar la suspensión de eritrocitos al 1% en PBS estéril.
Se utilizaron microplacas de 96 pocillos de fondo cóncavo. En cada pocillo se
añadieron 100 fl de sobrenadante o de las correspondientes diluciones dobles del mismo,
en PBS estéril, y el mismo volumen de la suspensión de eritrocitos. Cada microplaca incluía
dos pocillos con TSB+YE y otros dos con PBS estéril como controles. Las placas se
incubaron lh a 370<2 y. a continuación, el mismo tiempo a 40<2.
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El úulo hemolitico representaba la inversa de la dilución más alta que producta el
100% de hemolisis. Las cepas se consideraron hemolíticas cuando mostraron títulos
superiores a 2.
111.4.14.1.2.3. - En eritrocitos de conejo incluidos en agar (Ljungh y col., 1981)
Para detectar el tipo de hemolisis se preparó un gel de agar purificado (10 gIl). Una
vez esterilizado se dejó enfriar hasta 450<2, añadiéndole un 5% de eritrocitos de conejo,
previamente lavados en PBS estéril.
Sobre portaobjetos de 7,5 cm x 2,5 cm, situados sobre una mesa niveladora, se
depositaron 5 ml del agar con eritrocitos a 450<2. Se efectuaron cortes circulares sobre e]
agar solidificado para obtener tres pocillos, de 5 mm de diámetro, en cada portaobjetos. En
cada pocillo se depositaron, por duplicado, 50 pJ de las diferentes fracciones del
sobrenadante. Dos pocillos contenían TSB+YE y otros dos PBS estéril que representaban
los correspondientes controles.
Los portaobjetos semantuvieron en una cubeta, herméticamente cerrada, en cuyo
fondo se había depositado una pequeña cantidad de una solución de azida de sodio al 1%.
La cubeta se mantuvo a 370C 1 día, y a 4~C 1 hora. Después de esta incubación se observó
la presencia de halos de hemolisis (a o lO-
111.4.14.1.3. - Pruebas proteolíticas
111.4.14.1.3.1. - Caseína (García de Femando y Fox, 1991)
A 1 ml de sobrenadante se añadió 1 ml de azocaseina al 0,8% en tampón Tris-ClH
(2M, pH 7) y se incubó a 370<2 durante 2 horas, en un bailo termostático.
A continuación, se adicionaron 2 ml de ácido tricloroacético (TCA) al 6% y se filtró
todo el volumen a través de papel Whatman n0 42. La absorbancia del filtrado se midió a
440 nm.
Para cada cepase realizó un control negativo mezclando, 1 ml de sobrenadante y 1 ml
de azocaseina al 0,8% en tampón Tris-CIH (2M, pH 7) y añadiendo, inmediatamente, 2 ml
de TCA (6%). Los tubos se incubaron a 370<2 durante 2 horas y su contenido se pasó a
través de papel Waíhman n0 42. El filtrado obtenido se empleó para ajustar a O la
absorbancia a 440 nm, leyendo, a continuación, la absorbancia desarrollada por las
proteasas presentes en el sobrenadante de la cepa correspondiente.
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Se consideró como unidad proteolítica. la actividad enzimática de 1 ml de
sobrenadante que produce un incremento de 0.1 unidades de la absorbancia a 440 nm
(Mateos y col., 1993).
Absorbancia a 440 nin
Unidades proteolíticas = _______________
0,1
111.4.14.1.3.2. - Elastina (Bjorn y col., 1979)
A 1 ml de sobrenadante se adicionaron 2 ml de tampón Tris-maleato (0,lM, pH 7),
suplementado con Cl2Ca (0,OOIM) y con 10 mg de Rojo Congo-elastina. Se incubó en un
baño termostático a 37~<2 durante 2 horas en agitación (200 rpm).
La reacción cesa por la adición de 2 ml de tampón fosfato sódico (O,7M, pH 6). El
Rojo Congo-elastina no hidrolizado pennanece insoluble, siendo eliminado por filtración
(Wathnian n042). La absorbancia del filtrado semide a 495 nm.
Para cada cepa se preparó un blanco con 1 ml de sobrenadante, 2 ml de tampón
Tris-maleato (0,IM, pH 7) suplementado con CI
2Ca (0,OO1M) y con 10 mg de Rojo
Congo-elastina y 2 ml de tampón fosfato sódico (0,7M, pH 6), que se incuba a 370<2 en
agitación (200 rpm) durante 2 horas. Después de filtrar a través de papelWathman n0 42, se
ajusta a O la absorbancia a 440 mix midiendo, a continuación, la actividad elastinolítica del
sobrenadante correspondiente y calculando las unidades proteolíticas de acuerdo con lo
descrito en el apartado 111.4.14.1.3.1.
111.4.14.1.4. - Pruebas lipolíticas (McKellar. 1986
Reactivos:
Tampón BES:
BES 10.64 gIl
Taurocolato sódico 3,2 gIl
Cloruro cálcico 0,11 gIl
Solución de timerosal al 5% 1 ml/]
El pH se ajusta a 7
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Solución de j3-naftilcaprilato:
Se disuelven 0,27 g de 13-naftilcaprilato en 10 ml de
dimetilsulfóxido (DMSO).
Solución de ‘Fast Blue’:
Se disuelven 0,041 g de “Fast Blue” en 1 ml de DMSO
Esta solución se prepara inmediatamente antes de su
utilización.
A cada tubo y, por duplicado, se añadieron 2 ml de tampón BES, 20 hl de la solución
de j3-naftil caprilato y 50 ¡.tl de sobituadante. Se agité e incubó a 40~C durante 30 minutos
en un baño termostático. A continuación, se añadieron 20 t~ de la solución de “Fast Blue’,
manteniendo los tubos a 400<2 durante 5 minutos más.
Para parar la reacción se añadieron 200 gl de TCA (0,72 N¿). La extracción se realizó
con 5 ml de acetato de etilo, agitando fuertemente hasta observar color blanquecino en la
fase inferior. La separación de fases se llevó a cabo centrifugando a 3000 rpm durante 10
minutos. Finalmente, la absorbancia de la fase superior se midió a 540 nm.
El control negativo, utilizado para ajustar a O el espectrofotómetro con la absorbancia
seleccionada, se realizó sustituyendo los 50 ~ilde sobrenadante por SO ¡tI de agua destilada.
La cantidad absoluta de 13-naftol liberada, como consecuencia de la actividad lipolítica
de los sobrenadantes, se extrapolé de un recta patrón, previamente elaborada, que
relacionaba absorbancia a 540 nm y j.tg de 13-naftol presentes (Figura 111.9).
Para hacer la recta patrón se partió de una solución de 13-naftol 3,7 mM. Los 50 gl de
los sobrenadantes se sustituyeron por 50 ¡tI de esta solución y sus diluciones, que
representaban la adición de 26,5 p.g, 13.5 ¡tg, 5,3 ¡tg, 2,65 ¡tg y 0,53 ¡tg de 13-naftol en
cantidades absolutas. El proceso fue idéntico a] realizado con los sobrenadantes.
y -7,3004e-3 + 2.9631e~2x It = 0.999
(pCOXUOI)
E O,fl
o
0,6 Figura 111.9 - Relación ente los pg de ~-nafloI
It
liberados, como consecuencia de la actividad lipolítica.
.5 0,4 y la absorbancia a 540 ¡un.
.. 0.2
•< 0,0•
300 10 20
pg ¡3-naftol
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111.4.14.1.5. - Pruebas de roxi.gjd~I~hre cultivos celulares
Todas las incubaciones de los cultivos celulares se realizaron a 370<2 con 5%de CO2 y
humedad relativa alta. Después de utilizar los sobrenadante en los ensayos citotóxicos se
comprobó su esterilidad incubándolos 1 semana a 28
0C.
111.4.14.1.5.1. - Células Vero (Jenssen, 1984)
Reactivos:
Solución salina de Hank sin Ca~ ni Mg~ con HEPES (HBSS 1 HEPES):
- Solución salina de Hank sin Ca~ ni Mg~ (HBSSI 100 ml
- Solución de Penicilina-Estreptomicina (10000 UI y 10 mg/mi, resp.) 2 ml
- Tampón HEPES 1M 2m1
Solución salina de Hank (HflSS~):
CaCI
2.2H20 185 mg!! NaCI 8000 mg/l
XCI 400 mg/l NaHCO3 350 mg/1
KH2PO4 60 mg/I Na2HPO4 48 mg/1
MgCl2.611~O 100 mg!! D-Glucosa 1 mg/l
MgSO4.7H20 100 mg/l Rojo fenol 0,01 mg/l
Solución salinade Hanksin Ca~~ niMg~~ (14H55-):
KCl 400 mg/I NaHCO3 350 mg/1
KH2PO4 60 mg!! O-Glucosa 1 mgIl
Na2HPO4 48 mg/l Rojo fenol 0,01 mg/1
NaCí 8000 mg!!
Tripsina-EDTA en solución salina:
Tripsina 0,5 gIl
lIBIA 0,2 gIl
Siembra de células Vero (Figura 111.10)
Se inocularon 5x10
5 células en frascos de 25 ml con 5 ml de medio completo,
incubándolos durante 24 horas, con el fin de que las células se adhieran a la pared del frasco
y comience a formarse la monocapa. Este hecho permite cambiar el medio con facilidad
mediante el simple vaciado de los frascos.
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Figura III. 10 - Esquema del ensayo citotóxico sobre células Vero
Jenssen (1984)
5x105 células Vero 5 ml de medio fresco
24 b
1 ml sobrenadante +
4 ml medio fresco
< medio usado
lSh
4 ml HHSS+
4 ml HBSS+
5 ml de medio fresco
24h
4 ml HiBSS- 1 HEPES
sobrenadante + medio usado
- .- a- ‘- .-~ — 10 mm
HiHSS- 1 HEPES
1 ml Tripsina / FDTA
5 mm
5 ml HBSS+ —~ —~ Tripsina 1 EDTA
loo
5 mi de medio fresco
7 días Q r~ Tinción Giemsa —~
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Tratamiento de las células
El medio utilizado se eliminó de los frascos, sustituyéndolo por medio completo
fresco (4 ml 1 frasco) y 1 ml de cada sobrenadante o de sus diluciones realizadas por
duplicado en medio fresco. El control positivo se obtuvo añadiendo 1 ml de una solución de
etilmetanosulfonato (1,5 15 mg! mí). Se eligió esta concentración (equivalente ala presencia
dc 303 ¡íg de etilmetanosulfonato por ml de medio en contacto con las células) porque,
previamente, se había determinado que daba lugar a un 50% de supervivencia al actuar
sobre células Vero (Figura 111.11). Como control negativo se utilizó un frasco que contenía
únicamente 5 ml de medio de cultivo fresco. También se realizó un control con TSB±YE.
Los frascos se incubaron durante 18 horas y se observó el efecto de las distintas diluciones
del sobrenadante sobre la morfología de las células de la monocapa. El medio con el
sobrenadante se eliminó de los frascos lavando las células dos veces con 4 ml de la solución
salina de Hank (HBSS+). Después se añadía, de nuevo, medio completo fresco (5 mí!
frasco) antes de incubar los frascos otras 24 horas.
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Figura 11.11 - Disminución de la supervivencia de las
células Vero en función del aumento en la concentración
de ebhnetanosulfonato
Supervivencia de las células
A partir de los frascos correspondientes a las diluciones del sobrenadante en los que
sc habían observado células muertas, lesionadas e intactas se efectuaron recuentos de las
células viables.
300 400
gg/mnl de etilmetanosulfonato
120 y = 122,11 - O,23775x R = 0,982(pc 0,05)
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Para el lo, se cli mi rió cl mcdjo dc los ¡ascos y se añadieron, a continuación , a cada
ti no, 4 ml dc la sol tic ion sal ¡mx dc ¡-lan k, sin Ca+±ni Mg+±y con II EPES (HB SS- ¡
HEPES), ¡ncuh-andolos durante It) minulos. Este tampón se retiró de los fi-ascos y se
adicionó tripsina-EIYIA (3 mi/frasco), ineubándose duranteS minutos. A conUnuación, se
eliminó la tíipsina y se añadieron, 5 ml de tampón salino de Hank. Tras despegar las células
de los frascos se realizaron recuentos, diluyendo la suspensión celular en la solución salina
de Hank (HBSSfl. Las diluciones seleccionadas se depositaban, por triplicado, en el centro
de placas (6cm de diámetro), dispersando 1(X) ~dde la dilución de células en 5 ml de medio
completo. Las placas se incubaron durante? días.
Tras eliminar el medio de las placas se realizó la tinción con Giemsa de las células
viables que se habían desarrollado hasta formar colonias visibles a simple vista (Figura
111.12). Para ello, se cubren las placas con 5 ml de metanol (100%) durante 20 minutos. A
continuación, se elimina el metanol y se añaden 5 ml de colorante Gicmsa al 10%.
Transcurridos 20 minutos se lavan las placas con agua destilada y se cuentan las colonias
celulares viables que han tomado color violeta.
Figura 111.12 -
Colonias de células Vero,
viables, tcñi(Ias con (iiiernsa
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Para obtener el porcentaje de supervivencia correspondiente a cada dilución del
sobrenadante, se compararon el número de células viables detectadas en los frascos,
tratados con las diluciones del sobrenadante, y el número de células contadas en el frasco
sin tratar o control negativo, que equivalía a un 100% de supervivencia. De este modo, para
cada sobrenadante, se elaboré una mcta (Figura 111.13) que relacionaba la media aritmética
de los porcentajes de supervivencia celular, obtenidos en seis ensayos distintos, con la
dilución del sobrenadante. A partirde esta recta se determiné la dilución que daba lugar al
50% de supervivencia (o 50% de muerte) celular.
y = ~4,6614+ 0,65034x R = 0,993
íoo- (p<0,O1)
‘4 75..
u4.
t 50a.
4>
~ 25-
*
0-
20 60 100 140
Inversa de la dilución del sobrenadante
Figura 111.13 - Aumento de la supervivencia de
las célulasVero en función de la dilución progresiva
del sobrenadante de la cepa 77
111.4.14.1.5.2. - Células de mieloma (Eley y col., 1993)
Reactivos:
Solución salina de Hank con HEPES (HBSS~ 1 HEPES):
- Solución salina de Hank (HBSS~) 100 ni]
- Solución de Penicilina-Estreptomicina (10000 UI y 10 mg/ml. resp.) 2 ml
-Tampón HEPES IM 2m1
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Se emplearon microplacas estériles de 96 pocillos con tapa. En cada pocillo se
añadieron, por duplicado, 50 ¡tI del sobrenadante de la cepa problema deAeromonas spp. y
sus diluciones dobles en solución salina de Hank con HEPES (HBSS~ ¡ HEPES). A
continuación, se adicionaron 200 ~tlde medio fresco completo que contenía unas 5 000
células de mieloma en suspensión. Las microplacas se incubaron 18 horas.
El control positivo se realizó añadiendo a los pocillos unos 400 ¡tg de
etilmetanosulfonato por ml de suspensión celular, ya que, previamente, se había
comprobado que esta era la concentración más baja de EMS que provocaba la muerte del
100% de las células. El control negativo contenía únicamente la suspensión celular.
También se realizaron controles del TSB+YE y del HBSS~ 1 HEPES.
Se consideró que existía muerte celular cuando con el microscopio invertido se
observaban células pequeñas y arrugadas, considerándose como título citotóxico la dilución
más alta en la que todas las células del pocillo tenían estas características.
El ensayo se repitió tres veces y se determinó la media aritmética de los títulos
obtenidos.
111.414.2. - Propiedades superficiales
111.4.14.2.1. - Hemaglutinación con eritrocitos de cordero y conejo (Burke y col., 1984a)
Los eritrocitos se lavaron tres veces conPBS estéril, centrifugando a 1200 rpm 10”~ y
40<2, para preparar una suspensión de eritrocitos de cordero o de conejo al 5% en PBS
estéril,
Las cepas se inocularon en 5 ml de TSB+YE y se incubaron a 280C durante 18 h.
Estos cultivos se vertieron sobre placas de TSA+YE, que se dejaron secar a 370<2 durante
30-45 minutos y se incubaron a 280C durante 24 horas. Las colonias desarrolladas se
suspendieron en 2 ml de PBS estéril. A continuación, se hizo el recuento de las
suspensiones en TSA+YE. Se consiguieron concentraciones aproximadas de 1012 ufelmí.
La aglutinación de eritrocitos se observó en una placa de cristal, situada sobre un foco
de luz, en la que se depositaban 20 ¡tI de la suspensión bacteriana y el mismo volumen de la
de eritrocitos. En todas las placas se incluyó un control negativo, sustituyendo los 20 ¡tI de
la suspensión bacteriana por 20 ¡tI de PBS estéril.
Las cepas fuertemente hemaglutinantes dieron lugar a una aglutinación completa e
inmediata. En las cepas hemaglutinantes débiles se observó una reacción incompleta o no
instantánea y en las cepas no hemaglutinantes no se observaba agregación de eritrocitos en 5
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minutos.
111.4.14.2.2. - Inhibición de la hernaglutinación por 0-manosa, t-fucosa y o-galactosa
Los azúcares (D-manosa, L-fucosa yD-galactosa) se prepararon al 3% en PBS estéril.
Para cada cepa hemaglutinante y sobre una misma placa de cristal se depositaron:
- 20 ¡tI de la suspensión bacteriana + 20 ¡tí de la solución de D-manosa, L-fucosa o
D-galactosa + 20 pl de la suspensión de eritrocitos.
- 20 pl de la suspensión bacteriana + 20 ¡tI de la suspensión de eritrocitos.
Además, se efectuaron controles del PBS y de las soluciones de azúcares (20 ¡ti de la
solución de azúcar + 20 gí de ]a suspensión de eritrocitos).
Se consideró que un azúcar inhibía la hemaglutinación cuando las cepas
hemaglutinantes no mostraban esta propiedad o la hemaglutinación fuerte se transformaba
en débil. Este ensayo se realizó por duplicado.
111.4.14.2.3. - Autoaglutinación (Janda y col., 1987)
Caldo infusión cerebro cowzón (BHm):
Infusión de cerebro de temen 200 gIl
Infusiónde corazón de vacuno 250 gIl
Proteosa peptona 10 gIl
Glucosa 2 gIl
Clorurosédico 5 gIl
Fosfato sédico dibásico 2,5 gIl
Acidop-aminobenzóico 0.05 g/l
Las cepas se sembraron en tubos con 6 ml de caldo infusión cerebro corazón (BHLB)
y se incubaron a 300C durante 18 horas.
Las cepas SP+ (self pelleting’) fueron aquellas en las que se detectó precipitación
espontánea durante el crecimiento, observándose un botón celular en el fondo del tubo y
escasa turbidez en la parte superior. Las cepas SP- crecieron de forma homogénea en todo
el tubo.
Para cuantificar la agregación celular durante el crecimiento, se midió la absorbancia a
540 nm de la parte superior del cultivo (A). A continuación, se agita el tubo para volver a
medir la absorbancia del cultivo (B). Con estos datos se calculó el porcentaje de
precipitación espontánea:
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A511> d¿ B - A540 de A
%SP= XlOO
A540 de E
Después, cada cultivo se agité de nuevo y se dividió en dos fracciones de 3 ml. Una
de estas fracciones se mantuvo a 100
0C, en un bailo de polietilenglicol, durante 1 hora (C),
mientras la otra permanecía el mismo tiempo, a temperatura ambiente (D). En las cepas
PAB+ (“precipitation afta boiing”) sc observó precipitación celular (grumos) en el fondo
del tubo mantenido a 1000C. Los tubos a 1000C de las cepas PAB- y los mantenidos a
temperatura ambiente presentaron un aspecto homogéneo.
Para determinar el porcentaje de precipitación de los cultivos a 1000C-lh, se midió la
absorbancia a 540 nm, de la fase superior de cada cultivo a 1000C y a temperatura ambiente,
aplicandola siguiente fórmula:
As
4~~deD - A540deC
%SP= X100
A5~deD
El ensayo se realizó dos veces. Se consideraron cepas autoaglutinantes (AA+)
aquellas que mostraron un comportamiento SP+ y/o PAB+ (Figura 111.14).
111.4.14.2.4. - Aglutinación con acriflavina (Janday col., 1987)
Se prepararon suspensiones bacterianas concentradas, tal y como se describe en el
apanado 111.4.14.2.1, y una solución de acriflavina al 0,4% en PBS estéril.
Sobre una placa de vidrio situada sobre un foco de luz, se mezcló una gota de la
suspensión bacteriana y una gota de la solución de acriflavina. Se consideró que las cepas
eran positivas para este carácter cuando aparecían agregados bacterianos en los cinco
segundos posteriores a la mezcla. El ensayo se realizó por duplicado.
111.4.14.2.5. - Pruebas para estimar la hidrofobicidad celulaj
Las cepas sc sembraron en TSB+YE y se incubaron a 28
0C durante 16-18 horas. Los
cultivos se centrifugaron (7000 rpm, 10, 40C) y el sedimento se resuspendió en PES (pH
7). La absorbancia a 540 nm de la suspensión bacteriana se ajusté a 1 con este mismo
sg
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Figura 111.14 - Autoaglutinación (3 anda
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tampón. La hidrofobicidad superficial se midió tres veces con cada uno de los métodos que
se describen a continuación.
11L4.14.2.5.1. - Unión a filtros de nitrocelulosa (FN(S) (Lachica y Zink, 1984)
Se pasaron 3 ml de cada suspensión bacteriana a través de los filtros de nitrocelulosa.
A continuación, se midió la absorbancia a 540 mxi del control (suspensión bacteriana sin
filtrar) y del filtrado, determinándoseel porcentaje de unión al filtro:
A5~del control - A5~ del filtrado
% Unión al FNC = _______________ XlOO
A540 del control
Las cepas se consideraron “fuertemente hidrofóbicas” cuando este porcentaje era
superior al 70%, “medianamente hidrofóbicas” si se encontraba entre el 35 y el 70% y
“poco hidrofóbicas” si era inferior al 35% (clasificándolas como no hidrofóbicas cuando era
cercano al 0%).
111.4.14.2.5.2. - Adsorción a hidrocarburos (n-hexadecano, n-octano y p-xileno)
(Rosenberg y col., 1980; Sweet y col., 1987)
La suspensión bacteriana se distribuyó en volunienes de 3 ml que se añadían a tubos
con 1 ml de n-hexadecano, ti-octano o p-xyleno. Esta operación se realizó por duplicado.
Como control se utilizó un tubo con 3 ml de suspensión bacteriana.
Los tubos se incubaron a 30~C durante 10 minutos. Se agitaron fuertemente durante
30 segundos y se incubaron de nuevo a 3Q0(S durante 30 minutos. A continuación, se
recogió la fase inferior acuosa, borboteándola con aire 1 minuto. Por último, se determinó
la absorbancia a 540 mxi de la fase acuosa y del control; estas medidas se emplearon para
determinar la hidrofobicidad superficial en función de la adsorción a los hidrocarburos:
A540del control - A540 de la fase acuosa
% Adsorción al hidrocarburo = _______________________________ XlOO
A540 del control
Se consideraron cepas “fuertemente hidrofóbicas’ las que mostraron una adsorción
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superior al 70%. Cuando la adsorción se encontraba entre el 35 y el 70% se registraron
como “medianamente hidrofóbicas”. Una adsorción inferior al 35% indicó que la superficie
bacteriana era “poco hidrofóbica” y ‘no hidrofóbica” cuando los valores eran próximos al
0%.
111.4.14.2.6. - Inclusión de las muestras para la observación de las estructuras bacterianas
con el microscopio electrónico de transmisión (Janda y col., 1987)
Reactivos:
Tampón Milloning pH 7,3 0,lM, para fijación y para lavado:
Solución 1 -
Solución 2 -
Solución 3 -
Solución 4 -
NaH2PO4.H20
NaOH
Glucosa
CI2Ca
Solución A - 830 ml de la solución 1 + 170 ml de la solución 2. Se ajusta
el pH a 7,3
Tampón Mifloning (para fijación):
900 ml de la solución A + 100 ml de la solución 3 + 5 ml de la solución 4
TampónMifloning pH 7,3 0,IM (para lavado):
Tampón Milloning (para fijación) + 68,4 gIl de sacarosa.
Mezcla de Mullenhaver o Epon-Araldita:
Epon 812
Araldita (502, 6005 epoxy resma)
Dibutiltalato (plastificador)
DMP-30 (acelerador)
15
55
2-4
1,15-3
ml
ml
ml
22,6
25,2
54
10
g/l
gIl
g/l
g/l
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Solución de citrato de plomo:
Pb(N03), 1,33
Na3(C6H507).2H-,O 1,76
Na3(C6H5045 l/2H20 2,14
Agua destilada desmineralizada 30
Antes de utilizarla se le añaden 8 ml de NaOH IN,
(poro = 0,22 p.im)
g
g
g
ml
se centrifuga y se filtra
Técnica (~I9:
1) Obtención de las células bacterianas:
Cada cepa se sembró en 5 ml de TSB+YE y se incubó a 280C durante 24h. A
continuación, el cultiQo se centrifugó, lavando el sedimento en tampón
Miloning (para lavado). Por último, se centrifugó de nuevo.
2) Fijación de las células:
El sedimento se suspendió en 2 ml de glutaraldehído al 3% en tampón
Milloning (para fijación) y se mantuvo 1 h a 4~(2. Seguidamente, se centrifugó, se
lavó con tampón Milloning (para lavado) durante 20 h a 40(2 y se volvió a centrifugar.
A continuación, el sedimento se resuspendió en 2 ml de osmio al 1% en tampón
Milloning (para fijación) y semantuvo 1 hora a temperatura ambiente. Por último, se
centrifugó y se lavó, tres veces, con agua destilada, 10 minutos a temperatura
ambiente.
3) Tinción del sedimento:
Después de lavar el sedimento en agua destilada se le añadieron 2 ml de una
solución de acetato de uranilo al 2% en agua destilada (filtrada justo antes de su
utilización; poro = 0,22 ¡tm) y se mantuvo 1 hora a temperatura ambiente. A
continuación, se lavé tres veces en agua destilada, 10 minutos a temperatura
ambiente.
* Podas las centrlttIgaci(M1CS de La suspensién bacteriana se wali¡aroii a 20(X) rpm. 10’” y 4W.
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4) Deshidratación del sedimento:
Se realizó a temperatura ambiente con la siguiente secuencia:
- 2 ml de etanol de 300 durante 10”‘
- 2 ml de etanol de 500 durante 10”’
- 2 ml de etanol de 70~ durante 10”’
- 2 ml de etanol de 800 durante 10”’
-2 ml de etanol de 96~ durante 10”’
- 2 mIde etanol de 1000 durante IOm
mide etanol de 1000 durante 10”‘
5) Inclusión en resma:
Al sedimento, una vez deshidratado, se le añadieron de 2 ml de óxido de
propileno que se mantuvo 10 minutos a temperatura ambiente, antes de su
eliminación. Esta operación se efectuó dos veces. Después se le añadieron 2 ml de la
mezcla (1:1) de óxido de propileno y epon-araldita, manteniéndolo 24 h a 40(S• El
sedimento, en pequeñas fracciones, se colocó en moldes que se rellenaron,
posteriormente, con epon-araldita. Una vez solidificada la resma, a 600C-24h, se
obtuvieron los cortes de 60-90 nm de grosor.
6) Tuición de los eones:
Las rejillas, portando los cortes, se sumergieron en una solución de acetato de
uranio al 2% (filtrada justo antes de su utilización; poro = 0,22 ¡tm) durante 3
minutos y, posteriormente, en agua destilada durante 1 minuto. Después de secarlas
con papel, se volvieron a sumergir en la solución de citrato de plomo, durante 4
minutos, y en agua destilada, durante un minuto. Por último, se secaron y se
observaron al microscopio electrónico de transmisión a 80 kilovoltios.
111.4.14.3. - Características bioquímicas
111.4.14.3.1. - Voges Proskauer
Descrito en el apartado 111.4.11.2.1.17
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111.4.14.3.2. - Fermentación de la arabinosa
Se realizó como se detalla en el apanado 111.4.11.2.1.11, añadiendo 10 g/l dc
arabinosa al medio base descrito.
111,4.14.3.3. - Descarboxilación de la usina
Se empleó el agar lisina hierro:
Peptona de carne 5 g/l
Extracto de 1ev~lum 3 g/l
]X+)-Glucosa 1 gIl
L-Lis¡namonoclorhidrato 10 g/l
Tiosulfato sálico 0,04 g/l
Citrato de amónico fénico 0,5 gIl
Púrpurade bromocresol 0,02 gIl
Agar 12,5 gIl
El medio esterilizado se repartió en tubos que se dejaron enfriar en posición inclinada;
la siembra se realizó sobre la pendiente y en picadura hasta la base de cada tubo. La
incubación se realizó a 280C-18h. Los microorganismos que descarboxilan la lisina
producen un viraje del indicador de pH a color violeta.
111.4.15. - Análisis estadístico
Se realizaron las pruebas estadísticas de “t” de Student y de “Ji” cuadrado, utilizando
el programa “Stat View”, en un ordenador Macintosh.
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IV.]. - Medios de cultivo específicos para el aislamiento de Aero~gjzas
sp»~mxiln
¡Vii. Recuperación de Aeromonas spp. móviles e inhibición de la flora
natural de los alimentos en los medios mA, AGAP y AAA
Una vez descartados, para el aislamiento deAeromonas spp. móviles, los medios de
cultivo disefiados para microorganismos entéricos y vibrios marinos, se han ensayado una
amplia variedad de medios específicos en todo tipo de muestras, con resultados escasamente
concluyentes.
La falta de resultados significativos ha hecho necesaria la comparación de los medios
disponibles, con el fin de elegir el más apropiado para el posterior aislamiento de
Aeromonas spp. a partir de alimentos.
Se ha estudiado el comportamiento de tres medios selectivos propuestos para el
aislamiento de Aeromonas spp. móviles: medio de Aeromonas o mA (Ryan, 1985, datos no
publicados. Disponible comercialmente en Oxoid), agar glutaznato almidón penicilina o
AGAP (Kielwein, 1969) y agar almidón ampidiina o ANAL (Palumbo y col., 1985a).
La selectividad de estos medios para Aeromonas spp. móviles se estimé estudiando
su capacidad de inhibición frente a otros microorganismos presentes de forma natural en los
alimentos y su capacidad de recuperación para las especies móviles de Aeromonas,
previamente inoculadas en estos alimentos. Otra técnica propuesta para la evaluación
sistemática de medios de cultivo es la “técnica ecométrica”, desarrollada porMossell y col.
(1983), que fue descartada por su carácter cualitativo, falta de uniformidad en las siembras
y complejidad de los resultados.
La capacidad de inhibición frente a la flora natural de los alimentos se determiné
comparando los recuentos obtenidos, a partir de distintos alimentos (agua dorada, leche
cruda, carnes de vaca, pollo y cerdo, pescadilla, trucha, chirlas y gambas) sobre los medios
específicos en estudio, con los registrados sobre agar triptona soja (TSA). Como se observa
en la Tabla IVA (Véase Anexo IVa, página 143), la inhibición fue superior en mA, que sólo
permitió el crecimiento del 61,64% de la flora natural, mientras que en AAA y AGAP se
detectaron el 75,94% y el 75,54%, respectivamente, del número total de microorganismos
obtenidos sobre agar triptona soja. Este efecto fue aún más intenso en el caso particular de
la leche cruda, donde se observó que el medio de mA únicamente detecté el 42,37% de la
flora total, frente al 90,60% en AAA y AGAP. Posiblemente este hecho se deba a que el
mA incorpora en su formulación sales biliares, que afectan muy directamente al desarrollo
97
‘y
e
e
e
e
*
e
RLSULT4DQS 1’ DiSCUSIÓN
de las bacterias lácticas. Los recuentos de microorganismos aerobios totales sobre agar
triptona soja mostraron que la cargamicrobiana de los distintos alimentos oscilaba entre iO~
y l0~ ufc/ml o g de alimento, excepto en el agua dorada donde la carga estimada fue de 1
ufe/mí. Las amplias variaciones en las desviaciones estándar posiblemente sc deban a la
heterogeneidad de las muestras de alimentos.
La capacidad de recuperación para las especies móviles de Aeromonas, se determiné
inoculando los alimentos citados con A. hydrophila 839, A. hydrophila 398, A. caviae 838
y A. sobria 837, procedentes de la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT), y
comparando los recuentos obtenidos en los distintos medios específicos con los niveles de
inoculación de cada alimento, determinados por espectrofotometría. Los recuentos de los
diferentes alimentos contaminados con cada una de estas cepas, oscilé en tomo a io~ ufe/mí
o g de alimento. Considerando las cuatro cepas conjuntamente (Tabla IV.2. Véase Anexo
IVa, página 144) se observa que el medio mA alcanza un porcentaje de recuperación, para
las cepas de Aeromonas inoculadas en los alimentos, de 94,11%, superiora ACIAP y AAA
(80,14% y 80,01%,respectivamente). Contrariamente, Ribas y col., (1991) no encuentran
diferencias en el número de Aeromo¡w.s spp. aisladas, a partir de distintos tipos de aguas,
utilizando varios medios: Acromonas medium de Rippey y Cabelíl, (1979), agar almidón
ampicilina de Palumbo y col. (1985a), agar dextrinaampicilina de Havelaar y col., (1987) y
agar almidón glutamato arnpicilina penidiina-IOC de Huguet y Ribas, (1991). Sin embargo,
Fricker y Tompseu, (1989), comparan los resultados obtenidos al aislar estos
microorganismos en agar MacConkey, agar sangre ampicilina y medio de Aeromonas
(Difco), registrando los mejores resultados con este último. Knockel (1989b) destaca el
mejor comportamiento del agar almidón ampicilina, frente al agar dextrina fucsina sulfito.
agar sangre ampicilina (lOmgJl.) y agar sangre anipicilina (30m8i1.). Stern y col. (1987)
emplean agar almidón anipicilina, agar MacConkey ampicilina, agar infusión cerebro
corazón, agar infusión cerebro corazón sangre ampicilina y agar cefsulodín irgasán
novobiocina, consiguiendo un mayor número de aislamientos con el agar almidón
ampicilina. Respecto al agar almidón ampicilina y al agar dextrina ampicilina, Varnam y
Evans (1991) y Stelma (1989) advienen sobre el posible crecimiento de Vibrios spp.
amilolíticos. principalmente, en muestras de marisco y pescado. Varnam y Evans (1991)
también señalan que el medio de Aeromonas (Difco) es uno de los más empleados en la
industria alimentaria, aunque tiene la desventaja de permitir el crecimiento de otros
microorganismos que dan lugar a colonias de similar morfología a las de Aeromonas spp.
móviles. Un estudio reciente (Holmes y Sartory. 1993) ha confirmado el buen
comportamiento del medio de Aeromonas de Ryan (mA) para aislar estos microorganismos
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a partir de aguas, al observar que presenta mayor sensibilidad y especificidad que el agar
xilosa ampicilina y el medio de Aeromonas (Difeo). Contrariamente, Bemagozzi y col.
(1994) han selialado que el medio de Aerotnonas es superior a los medios de Ryan y de
Rimler-Shotts. Por otro lado, Gobat y Jemmi (1995), comparan el comportamiento de 7
medios selectivos y 2 medios de enriquecimiento para el aislamiento en alimentos,
obteniendo los mejores resultados con agua de peptona alcalina, agarsangre ampicilina (30
gg) y agar sales biliares irgasán verde brillante, recomendando el empleo de más de un
medio sólido.
El comportamiento superior del mA para la recuperación de Aeromonas spp. móviles
se debe, probablemente, a la fuerte inhibición que presentan los otros dos medios sobre A.
sobria CECT 838. Así, mientras los porcentajes de recuperación de A. hydrophila CECT
839, A. hydrophila CECT 398 y A. caviae CECT 838 fueron satisfactorios y bastantes
similares para los tres medios, superando en todos los casos el 90% (Tablas IV.3, IV.4 y
IIV.5. Véase Anexo IVa, páginas 145 a 147), con A. sobria CECT 837 (Tabla IV.6. Véase
Anexo ¡Va, página 148) fue mejor la recuperación sobre mA (95,48%), que sobre los otros
dos medios (31,61% en AAA y 33,02% en AGAP). Estos resultados, podríanjustificar, el
escaso número de aislamientos de A. sobria detectados por Callister y Agger (1987) y
Hudson y De Lacy (1991) en alimentos y Figura y col. (1986) en procesos clínicos. Del
mismo modo, Stem y col., (1987), trabajando con muestras de heces previamente
inoculadas con Aeromonas obtienen una baja recuperación de A. sobria y A. caviae en los
medios que contienen antibióticos.
En definitiva, el medio deAeronzonas es el que presenta mayor poder de inhibición
frente a la flora natural de los alimentos y más capacidad de recuperación de las especies
móviles de Aeromonas, siendo por ello el medio más selectivo de los estudiados para el
aislamiento de Aeromonas spp. móviles a partir de alimentos. El medio de Aeromonas se
puede considerar el más indicado para la detección de las especiesmóviles de Aeromonas
(sobre todo de A. sobria), en el caso de muestras de alimentos con una carga microbiana
elevada. En productos con una flora moderada y cuando se pretenda aislarA. hydrophila
y/o A. caviae se podría emplear el agar almidón ampicilina o el agar glutamato almidón
penicilina con resultados satisfactorios.
IV.L2. - Comportamiento de A. sobria CECT 837 sobre los medios mA,
AGAP y AAA.
La inhibición del crecimiento de A. sobriaCECT 837 detectada sobre AAA y AGAP,
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en comparación a su comportamiento sobre el medio niA, hizo necesario considerar la
composición de dichos medios con el fin de investigar las posibles causas de este hecho.
El mA contiene ampicilina (Smg./L), el AAA también, pero en una concentración dos
veces superior (lOmg./l.) y el AGAP lleva penicilina G sádica (l00.OOOU.I./l.) y
pimaricina (lOmgJl.). Para comprobar si estos antibióticos eran la causa de la inhibición se
realizó un antibiogrania (técnicade Mueller-Hinton) frente a las cuatro cepas de Aeromonas,
empleando veinte antibióticos, entre los que se incluyeron la ampicilina y la penicilina O
sódica. En la Tabla IV.7 (Véase Anexo IVa, página 149)se observa que las cuatro cepas
fueron sensibles al ácido nalidixico, tetracidina, estreptomicina, cloranfenicol. sulfisoxazol,
gentamicina, nitrofurantoina, kanamicina y trimetroprim-sulfametoxazol. En este sentido,
Fainstein y col. (1982) y Fass y Barnishan (1981) señalan una susceptibilidad marcada a la
tetraciclina, cloranfenicol y trimetroprim-sulfometoxazol, mientras que Rahim y col. (1984)
describen cepas resistentes a estos antibióticos. Por el contrario, las cuatro cepas fueron
resistentes frente a la oxacilina, lincomicina, bacitracina y novobiocint En todos los casos
se observé un grado de sensibilidad medio frente a la polimixina B, mientras que el
comportamiento de cada cepa fue variable frente a la neomicina, cefoxitina, ampicilina,
penicilina, cefalotina y eritromicina. A. sobria 837 fue sensible a la ampidilina y a la
penicilina, antibióticos utilizados frecuentementeen medios selectivos parael aislamiento de
Aeromonas spp. móviles, y que podrían limitar la detección de ciertas cepas sobre estos
medios. Estos resultados estarían de acuerdo con los de Seidier y col. (1980) y Rahim y
col. (1984) que también han encontrado cepas susceptibles a la ampicilina. Contrariamente.
Villuendas y col., (1991) señalan que todas las cepas clínicas son resistentes a la ampicilina
y Monta y col. (1994) han detectado beta-lactamasas en las 182 cepas analizadas. A.
hydrophila CECT 839, A. /zydrophila CECT 398 y A. caviae CECT 838 eran resistentes a
ambos antibióticos.
Estos resultados explicarían la inhibición detectada en el crecimiento de A. sobria
CECT 837 sobre AAA y AGAP. La falta de inhibición del crecimiento de A. sobria CECT
837, en el medio de Ryan (mA), podría deberse a que la concentración de ampicilina en este
medio es inferior a la presente en el agar almidón ampicilina. En la Tabla IV .8 (Véase
Anexo IVa, página 150) se observa que el crecimiento de esta cepa se inhibió con 10 mg./l.
de ampicilina, tanto en mA como en AAA, sin embargo, cuando la concentración de
ampicilina era de 5 mg.f1. en ambos medios, sólo se detecté inhibición en el AAA. Esta
experiencia también aclaré que la inhibición de A. sobria CECT 837, en agar glutamato
almidón penicilina, se debía a la presencia de l00.OOOU.I./l. de penicilina 6 sádica,
mientras que la pimaricina, con un papel fundamentalmente antifúngico, no inhibió el
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crecimiento de A. sobriaCECT 837.
La actividad inhibidora de Smg./l. de ampicilina sobre el crecimiento de A. sobria
CECT 837, desaparece en el medio mA. En base a ello, se pensó que podría detectarse un
efecto similar empleando distintas concentraciones de penicilina O sódica sobre el citado
medio, sin embargo, se comprobó que el crecimiento de A. sobria CECT 837 era inhibido,
prácticamente con igual intensidad, en los medios mA y AGAP, cuando la concentración de
penicilina G oscilaba entre 25.000 y 100.OOOU.IIl.(Tabla IV.9. Véase Anexo IVa, página
151).
La inhibición del crecimiento de A. sobria CECT 837 sobre el medio AAA podría
explicarse por una interacción sinérgica de la ampicilina con el rojo fenol, utilizado como
indicador del pH en este medio. El efecto inhibidor del rojo fenol, presente en el medio
AAA a una concentración de 0,25mg.¡1. y ausente en el mA, podría potenciar la acción de la
ampicilina. La Tabla IV.l0 (Véase Anexo IVa, página 152) muestra la recuperación de A.
sobria CECT 837 en mA y AAA con y sin O,25mg./l. de rojo fenol, incluyendo en ambos
casos Smgil. de ampicilina. De acuerdo con estos resultados, el rojo fenol no modifica la
actividad inhibidora de la ampidiina (concentración de 5 mgJl.), sobre el crecimiento de A.
sobria CEO? 837, en los medios AAA y mA.
La diferencia de pH (pH 8 en mA y 7 en AAA) también se consideró como posible
causa del distinto comportamiento de la ampidiina en estos dos medios. En la Tabla IV. 11
(Véase Anexo IVa, página 153) se observan los resultados obtenidos al modificar el pH, en
presencia de Smg./l. de ampidiina en ambos medios. Se concluye que la inhibición sobre el
crecimiento de A. sobriaCECT 837, detectada únicamente en el agar almidón ampicilina, es
independiente del pH, al menos considerado aisladamente.
También se controlaron otros componentes, presentes exclusivamente en el medio
mA, por su posible capacidad para proteger o potenciar el crecimiento de A. sobria CECT
837, en presencia de Smg./l. de anipiciina. Para ello, comparamos la recuperación de este
microorganismo en los medios mA y AAA, con Smg. de ampicilina por litro y adicionados
con xilosa (Tabla IV.12. Véase Anexo IVa, página 154), usina y arginina libres (Tabla
IV.13. Véase Anexo IVa. página 155) y extracto de levadura (Tabla IV.14. Véase Anexo
IVa, página 156), frente a los medios originales mA y al AAA,modificados únicamente en
su contenido en ampicilina (Smg.Il.). En ningún caso se pudo demostrar que la falta de
inhibición de la ampicilina (Smg./l.) sobreA. sobria CECT 837, al emplear mA se debiera a
la presencia de las sustancias contrastadas.
Posiblemente, alguno o algunos de los numerosos componentes presentes en el medio
mA, actuando de forma individual o asociada, acomplejen o inactiven a la ampicilina.
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cuando su concentración es de Smg./l., provocando la pérdida de su efecto inhibidor sobre
el crecimiento deA. sobria CECT 837. En cualquier caso, una concentración de ampicilina
de lOmg./I. en dicho medio provoca una notoria inhibición sobre el crecimiento de esta
cepa, equiparable a la detectada en los medios AAA y AGAP, siendo por ello aconsejable
no modificar la concentración de arnpicilina en el medio original de Ryan (mA), con el fin
de detectar aquellas cepas de Aeromonas spp. móviles que puedan ser sensibles a este
antibiótico.
¡Vi. - Aislamiento e identificación de Aeromonas spp. móviles
La incidencia de Aeromonas spp. móviles en alimentos es relativamente poco
conocida, aunque se sabe que son contaminantes habituales de los mismos y que participan
en la alteración de los alimentos refrigerados (Buchanan y Palumbo, 1985; Palumbo y col.,
1985a). La asociación entre las especies móviles de Aeromonas e infecciones
gastrointestinales en el hombre (Freij, 1987) justifica el interés actual porconocer el papel
que puedan jugar en los alimentos.
El aislamiento de estos microorganismos se realizó sobre un total de 92 muestras de
diferentes alimentos y aguas, previo enriquecimiento selectivo en agua de peptona alcalina
(pH 8,6), ya que da lugar a una mayor eficacia en la detección de especies móviles de
Aeromonas en muestras clínicas y medioambientales, sobre todo, cuando en ellas no existe
un número elevado de microorganismos (Millership y Chattopadhyay, 1984).
De acuerdo con los resultados obtenidos con anterioridad, al comparar la eficacia de
tres medios específicos para el aislamiento de Aeromonas spp. móviles de alimentos, el
medio de Ryan o mA (Oxoid) se seleccioné para investigar la presencia de Aeromonas spp.
en las muestras de alimentos.
IV.2.l. - Pruebas bioquímicas seleccionadas para su identificación y
diferenciación
La identificación de Aeronionas spp. móviles se basé en una amplia gama de pruebas
bioquímicas (oxidasa, Kligler, gram, ONPO, DNasa, catalasa, crecimiento a 370C,
crecimiento sin CINa, hidrólisis de almidón, fermentación de D-manitol e ¡-inositol,
descarboxilación de la ornitina. dihidrólisis de la arginina, producción de H
2S del tiosulfato
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y ureasa), de acuerdo con Popoff (1984>. Stelma (1989) y Varnam y Evans (1991). Las
cepas que no fermentaron el 0-manitol, descarboxilaron la ornitina o no hidrolizaron la
arginina no se excluyeron, ya que Kampfer y Altwegg (1992) señalan que A. schubertii no
fermenta el D-manitol y Hickman-Brenner y col. (1987) que A. veronhi es ornitina
descarboxilasa positiva y arginina dihidrolasa negativa. Hudson y De Lacy (1991) y Córrea
y col. (1993) utilizan, también, un esquema de identificación similar.
Otros sistemas menos laboriosos y más rápidos han sido utilizados por otros autores.
Así, Overman y col. (1985), comparan los sistemas API 20E, API RE y API NFT,
obteniendo los mejores resultados con el API 20E, al igual que Abeyta y col. (1986) y
Stelma y col. (1986). En este sentido, Figura y Guglielmetti (1987) consideran adecuados
tanto el sistema API 20E como el API 2ONE. Sin embargo, Toranzo y col. (1986) afirman
que la utilidad del sistema API 20E es relativa, siendo necesarias pruebas bioquímicas
complementarias como fermentación de la arabinosa, gelatinasa, Voges Proskauer y
utilización del citrato. Coincidiendo con estos autores, George y col. (1986) emplean el
sistema API 20E complementado con gramn, oxidasa, fermentación de la glucosa y
resistencia al agente vibriostático 0/129, mientras que Kirov y col. (1990) agregan a esta
pauta de identificación la prueba de la movilidad y la reacción en el medio de Kaper (Kaper
y col., 1979). Krovacek y col. (1992a) afíaden estas mismas pruebas complementarias,
exceptuando la reacción en el medio de Kaper. al sistema API 2ONE. Recientemente, Ogden
y col. (1994), al comparar la eficacia de los sistemas API 20E, API 20NE y Microbact 24E,
consiguen los mejores resultados con los dos últimos citados. Otro método rápido de
identificación y clasificación en especies, propuesto por Ktihn y col. (1992), es el sistema
PhP (Phene plate), basado en el seguimiento espectrofotométrico de la cinética de 48
pruebas bioquímicas realizadas en placas de poliestireno de 96 pocillos. Hasta el momento,
parece que estos sistemas no son lo suficientemente fiables para utilizarlos, de forma
exclusiva, en la identificación de las especies móviles deAeromonas. En distinta línea, se
han propuesto otros sistemas de identificación rápidos basadosen el análisis de la secuencia
de ARNr lÓS (Dorsch, y col.. 1994) yen la detección inmunoenzimática deA. hydrophita
serotipo 0:11 (Merino y col., 1993).
Janda (1991) señala que la diferenciación bioquímica de los grupos de hibridación es
aún confusa y requiere un número elevado de pruebas bioquímicas que conlleven un claro
riesgo de identificaciones erróneas, proponiendo como alternativa a los métodos genéticos,
la diferenciación fenotípica clásica de A. hydrophita, A. sobria y A. caviae.
Enfocando el trabajo desde un punto de vista higiosanitario y no taxonómico, la
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clasificación de las especies móviles de Aeromonas se realizó de acuerdo con el criterio de
Popoff (1984), diferenciando A. hydrophila, A. caviae yA. sobria en base ala producción
de gas de la glucosa, hidrólisis de la esculina, fermentación de la salicina, Voges Proskaucr
y crecimiento con KCN. Las cepas que bioquimicamente no encajaban en ninguna dc esas
tres especies, se incluyeron en el grupo de Aerornonas spp. móviles no clasificadas. El
esquema de clasificación elegido es similar al utilizado por Stem y col. (1987), Kirov y col.
(19%), Hudson y De Lacy (1991) y Poffé y Op de Beeck (1991). Por otro lado, Varnam y
Evans (1991) señalan que los sistemas rápidos API 2ONE, ATB 32E y API 20E no son
útiles, por sí solos, para la diferenciación de estas tres especies. Figura y Guglielmetti
(1987) proponen el factor ‘CAMP-like” pata este fin. Okrend y col. (1987) se basan
exclusivamente en la producción de gas de glucosa y la hidrólisis de la esculina. Namdari y
Bottone (1989), también utilizan un protocolo simplificado para definir estas tres especies,
añadiendo el denominado “fenómeno suicida” a las dos pruebas citadas.
IV.2.2. Influencia del almacenamiento de los alimentos a baja temperatura
en su aislamiento
En la Tabla IV.l5 (Véase Anexo IVa, página 157) se observa la detección de
Aeromonas spp. en el 40,21% de las muestras de alimentos analizadas el día cero o día de
su adquisición en el mercado, cifra que aumentó hasta el 53,26% (Tabla IV.16. Véase
Anexo IVa, página 158) tras el almacenamiento de las muestras a 100C, cuando se
apreciaban signos leves de alteración en el alimento. El aumento del número de muestras
positivas, tras la conservación de los alimentos a bajas temperaturas, coincide con los
resultados obtenidos por Palumbo y col. (1985b), Callister y Agger (1987) y Hudson y
Avery (1994) y podría deberse, no sólo al efecto selectivo de las bajas temperaturas, sino
también al aumento general de lacargamicrobiana de los alimentosen función del tiempo de
almacenamiento.
Es importante destacar que, con cierta frecuencia, se aislé más de una cepa o especie
distinta a partir de una misma muestra de alimento.
IV.2.3. - Incidencia en aguas y alimentos
IV.2.3.1. - Aguas
En el agua de bebida, tanto dorada como no tratada, no se detectaronAcromonas spp.
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móviles. Moyer (1987) advierte que eJ agua no tratada es un factor de riesgo importante en
relación con este grupo de microorganismos. La ausencia de Aeromonas spp. en el agua
dorada ha sido justificada y demostrada por Cattabiani (1986) y van der Kooij y Hijnen
(1988). Estos autores no admiten que Aeromonas sea resistente al cloro, a pesar de los
numerosos aislamientos efectuados en aguas doradas, (Hazen y col., 1978; Burke y col.,
1984c; Schubert, 1991; Krovacek y col., 1992a), así como en agua sabida de estuario
(Kaper y col., 1981) e, incluso, en aguaembotellada (Síade y col., 1986).
El agua no potable presenté una incidencia elevada deAeromonas spp. móviles (Tabla
IV.15. Véase Anexo IVa, página 157), que se aislaron en el 71,4% de las muestras,
resultados que coinciden con los obtenidos por Huguet y Ribas (1991) y Poffé y Op de
Beek (1991), confirmándose así la amplia distribución de este grupo bacteriano en medios
acuáticos y terrestres, registrada por Austin y Austin (1985) y Abeyta y Wekell (1988).
Burke y col. (1984<, Krovacek y col. (1989) y Knóckel y Jeppesen (1990) señalan
al agua de bebida como posible fuente de infección. La elevada frecuencia de aislamientos
en aguas de consumo ha permitido que este grupo de microorganismos se incluya entre los
tradicionales indicadores higiénicos utilizados para contrastar la calidad del agua (Rippey y
Cabelil, 1980; Clark y col., 1982; Krovacek y col., 1989). Contrariamente, Nishikawa y
Kishi (1988) consideran que las carnes, pescados y vegetales, pueden ser un vehículo de
transmisión más significativo que el agua.
IV.2.3.2. - Carnes
En catorce de las veinte muestras de carne de poíío, cerdo, cordero y ternera
analizadas se aislaron Aeromonas spp. móviles (Tabla IV.15. Véase Anexo IVa, página
157), alcanzando este producto el segundo puesto en incidencia, con un 60%, después del
agua no potable. Estos resultados coinciden con la marcada frecuencia de aislamientos en
carnes, señalada por Fricker y Tompsett (1989), Majeed y col. (1989a,b) y Krovacek y col.
(1992b). La carne de pollo fue la que presentó una mayor incidencia (100%).
Stem y col. (1987) informan de la escasa detección deAeromonas spp. en las heces
de los animales de abasto, lo que induce a pensar que la elevada contaminación de la carne
no se debe, únicamente, a contaminación fecal a nivel de matadero, sino también a una
deficiente manipulación y a la amplia distribución de estos microorganismos en el entorno.
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IV.2.3.3. - Pescados y mariscos
Hudson y De Lacy (1991) aíslan especies móviles de Aerornonas en el 34% de las
muestras de pescado que analizan y Abeyta y Wekell (1988) en el 70% de las de mansco.
En nuestro trabajo, la incidencia en las muestras utilizadas fue del 36% para el pescado y
45% para el marisco (Tabla IV.15. Véase Anexo IVa. página 157), llegando al 80% en
alguna especie de pescado (jurel) y al 60% en chirlas y mejillones. La importancia de estos
datos se incrementa al considerar que son productos susceptibles de consumirse crudos o
poco cocinados y que se han establecido relaciones significativas entre cepas procedentes de
alimentos de origen marino (sobre todo moluscos bivalvos) y brotes de gastroenteritis en el
hombre (Altwegg y col., 1991).
IV.2.3.4. - Leche cruda y queso fresco
La presencia del citado grupo se evidenció en el 20% de las muestras lácteas
analizadas (Tabla IV.15. Véase Anexo IVa, página 157). Kielwein y col. (1969) y Palumbo
y col. (1985a) aíslanAeromonas spp. en leche crudt Santos y col. (1991) y Córrea y col.
(1993) encuentran una incidencia cercana al 30% en queso fresco. La detección en queso
fresco elaborado con leche pasterizada, posiblemente sea debida a la recontaminación
posterior al tratamiento térmico, dada la termolabilidad demostrada, al menos para A.
hydrophfla, por Palumbo y col. (1987) y Condón y col. (1992).
IV.2.3.5. - Ensaladas preparadas
En ninguna de las ensaladas preparadas se detectaron especies móviles de
Aeromonas. Las ensaladas estaban elaboradas con distintos vegetales (lechuga, tomate,
cebolla, zanahoria, escarola, col, pepino...) lavadas y listas parael consumo directo, lo cual
explicaría la ausencia de microorganismos patógenos o potencialmente patógenos. Sólo un
tipo de ensalada llevaba en su composición mayonesa, cuyo pH bajo podría ser un factor
limitante para el desarrollo y detección de Aeromonas. Fricker y Tompsett (1989)
encuentran una incidencia muy baja en este tipo de ensaladas, mientras Krovacek y col.
(1992b) no detectan Aeronwnas en vegetales crudos. Contrariamente, Callister y Agger
(1987) informan de elevadas tasas de aislamientos en vegetales, sobre todo tras su
almacenamiento en refrigeración,
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IV.2.4. - Distribución en especies de las cepas aisladas en los distintos
alimentos
Coincidiendo con Knóckel y Jeppesen (1990), como se observa en la Tabla IV.17
(Véase Anexo IVa, página 159),A. hydrophila fue la especie aislada con mayor frecuencia
(39,50%). Sólo seis cepas fueron identificadas comoA. caviae; en este sentido Krovacek y
col. (1992b) obtienen resultados similares al estudiar la incidencia de Aeromonas en
alimentos suizos. El 20,98% de las cepas correspondían al perfil bioquímico de A. sobria y
un 32,09% no se pudieron incluir en ninguna de estas tres especies.
A. caviae se aisló principalmente en mariscos y no se detectó en carnes ni pescado, A.
hydrophila en carnes y pescados y A. sobria en carnes. En este sentido, Nishikawa y Kishi
(1988) observan que mientras A. hydrophita y A. sobria se aíslan más frecuentemente en
carnes, A. caviae está presente, sobre todo, en vegetales, pescados y mariscos.
IV.3. - Resistencia al cloro de seis cepas diarreicas y seis alimentarias de
Atromonas spp. móviles
La resistencia al cloro de estos microorganismos se comprobó efectuando recuentos a
partir de suero fisiológico estéril, contaminado con 6 cepas diarreicas y 6 alimentarias de
forma independiente y. posteriormente, dorando con halazona hasta niveles de cloro activo
de 1,2, 2,5 y 5 ppm.
Los controles se efectuaron con suero fisiológico contaminado y no sometido a
cloración. Los resultados de los correspondientes recuentos se recogen en la Tabla IV.18
(Véase Anexo IVa, página 160).
En los sueros fisiológicos, contaminados con los mismos inóculos que los sueros
controles y, posteriormente. dorados, no se detectó la presencia de las cepas de Aeromonas
spp. móviles, previamente inoculadas, poniendo de manifiesto la sensibilidad de estos
microorganismos a la cloración señalada por Cattabiani (1986). En este sentido, Burke y
col. (1984c) también indican que el nivel de cloro libre afecta significativamente a la
presencia de acromonas en el aguay, Van der Kooij (1988) concluye que el aislamiento de
estos microorganismos en agua dorada se debe a la insuficiente concentración de cloro Ubre
residual y al tratamiento incorrecto. Por otro lado, Yesim y Aykut (1994) señalan que
niveles de hasta 2,5 ppm de cloro no afectan a la supervivencia de A. hydrophila.
Por lo tanto, se puede considerar que estos microorganismos son sensibles a la
cloración y que los problemas en el agua dorada se deben a recontaminaciones posteriores.
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Por ello, es fundamental hacer un seguimiento de los niveles de cloro residual que. por lo
general, deben ser como mínimo superiores a 0,5 ppm, aunque este límite se eleve en
determinadas circunstancias.
IV.4. Influencia de diferentes parámetros exófenos sobre el crecimiento
de seis cepas diarreicas y seis alimentarias dc Atromonas spp. móviles
Se emplearon las siguientes cepas. De origen diarreico: A. hydroph¡la 6, A.
hydrop/z ¡la 9, A. caviae 16, A. caviae 18, A. sobria 11 y A. sobria 13. De origen
alimentario:A. hydrophila 55,A. hydrophila 96, A. caviae 54, A. caviae 97, A. sobria 34 y
A. sobria 92. Se consideré crecimiento positivo cuando la lectura de absorbancia en los
pocillos inoculados era 0.025 unidades superior a la de cuatro pocillos equivalentes no
inoculados. Dicha absorbancia era aproximadamente 0.080 y se correspondía con una carga
de 5.106 ufc/ml. Igualmente, se determiné que una absorbancia de 0,394 unidades
significaba una tasa bacteriana de 10~ ufeiml.
IV.4.l. - Temperatura
Como se observa en la Tabla IV.19 (Véase Anexo IVa, página 161), las temperaturas
de incubación ensayadas corresponden a 4, 10. 28, 37 y 450C. En este trabajo se detecté
crecimiento a 40C en 7 cepas (2 diarreicas y 5 alimentarias), alcanzando 4 de origen
alimentario el nivel de io9 ufc/ml.
El grupo de Aeromonas spp. móviles ha sido considerado de naturaleza psicrótrofa
por numerosos autores (Buchanan y Palumbo, 1985; Majeed y col., 1989b; Kirov y col.,
1990; Beuchat, 1991; Kirov, 1993) e, incluso, con capacidad para producir exotoxinas,
relacionadas con la virulencia, a temperaturas de refrigeración (Majeed y col., 1990; Eley y
col., 1993).
Las cuatro cepas alimentarias que alcanzaron la tasa de io~ ufc/ml pueden
considerarse especialmente peligrosas desde el punto de vista de la Salud Pública ya que, de
acuerdo con Majeed y col. (1990). es necesario llegar a ese nivel de crecimiento para la
producción y detección de enterotoxinas y hemolisinas. Por otra parte. es preciso tener
presente que esta tasa de microorganismos potencialmente patógenos representa una dosis
infectiva que se alcanzaría en unos 9 días a 40C.
El desarrollo elevado de las cepas aisladas en alimentos refrigerados, en comparación
con las de origen diarreico, se podría explicar por la mejor y más rápida adaptación de las
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primeras a estas temperaturas bajas. Este hecho ya ha sido sefialado por Knoehel (199<)).
Hudson (1992) y Buncic y Ave¡y (1995) que encuentran menor crecimiento a 50C en cepas
clínicas o aisladas en ambientes cálidos que en las procedentes de alimentos refrigerados y
ambientes fríos.
No obstante, en ningún caso debe descartarse el crecimiento de cepas clínicas a 4”C.
Esta conclusión no sólo está respaldada por los resultados de este trabajo (2 de 6), sino
también por los trabajos de Kirov y col. (1990) y Eley y col. (1993) en los que se afirma
que la mayoría de las cepas de origen clínico pueden crecer a 50C y que lo hacen
rápidamente a 100<2.
Cuando la temperatura de incubación se elevé a 100C, crecieron no sólo las cepas
alimentarias sino también las clínicas y no se encontraron diferencias significativas entre
ellas. No obstante este incremento de temperatura supuso que el tiempo de detección de
crecimiento disminuyese unas cuatro veces y que, el necesario para alcanzar la tasa de 1o~
ufc/ml, quedase reducido a 4 días aproximadamente.
Los resultados de la Tabla IV.19 (Véase Anexo IVa, página 161), indican que el
crecimiento más efectivo de Aeromonas spp. móviles se obtiene a 280C, al igual que han
señalado Popoff (1984) y Vamam y Evans (1991) que fijaron esta temperatura como la
óptima.
Cuando la incubación se realizó a 370<2, una cepa de origen alimentario no creció. En
relación con este hecho, Knochel (1990) apunta que ciertas cepas ambientales son incapaces
de crecer a 370C. Sólo una cepa de origen diarreico alcanzó el nivel de i0~ ufc/ml a esta
temperatura, lo que podría explicar una menor producción de factores relacionados con la
virulencia a 370C. Mateos y col. (1993) indican que a 37~C las cepas ambientales
disminuyen la producción de proteasas y hemolisinas aunque no de citotoxinas, mientras
que, en cepas clínicas, sólo es más baja la producción de proteasas, aumentando la de
citotoxinas y hemolisinas. La dificultad para crecer hasta tasas microbianas importantes a
37~C, de algunas cepas de Aeromonas, podría ser una de las causas que influyeran en la
presentación de diferentes grados de patogenicidad en el hombre. Así, las cepas con
capacidad virulenta sólo causarían gastroenteritis en e] caso de coincidir con otros factores
que estimularan su crecimiento y facilitaran la producción de toxinas y enzimas a 370C.
En este trabajo no se ha detectado crecimiento, en ningún caso, cuando la incubación
se efectué a 450<2. En la bibliografía consultada, Rouf y Rigney (1971) registran cepas que
se desarrollan incluso a 550<2, mientras que para Varnam y Evans (1991) la temperatura
máxima de crecimiento de Aeromonas spp. móviles seda de 38-41 OC y para Palumbo y col.
(1985b) de 420C. Esta heterogeneidad de resultados, posiblemente se deba a lis diferencias
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de las condiciones de cultivo y a la propia variabilidad de las cepas ensayadas.
IV.4.2. - Cloruro sódico
Como señala la Tabla IV.20 (Véase Anexo IVa, página 162), todas las cepas
alcanzaron una usa bacteriana de io~ ufc/ml en presencia de 0,5 y 2,5% de CINa, aunque el
crecimiento fue más rápido con 0,5% de CINa. Knochel (1990) observa que en presencia
de 0,5% de CíNa, crecen el 100% de las cepas, mientras que con un 2% dc sal sólo se
desarrollan el 96%. Contrariamente, Palunibo y col. (1985b) no encontraron diferencias
cuando las concentraciones de CíNa eran del 0.5, 1.5 y 2.5%, detectando cepas capaces de
crecer hasta con 4.5%. En nuestro caso, se registré el crecimiento de tres cepas diarreicas y
tres alimentarias en presencia de 4.5% de CiNa, aunque ninguna alcanzó la tasa de ío~
ufc/ml, por lo que esta concentración de sal podría prevenir la actividad patógena de
Aeromonas. Sin embargo, cuando el medio de cultivo contenía 6.5% de CíNa no se detecté
crecimiento en ningún caso. En este sentido, Santos y col. (1994) apuntan que mientras en
presencia de 4.5% de CíNa algunas cepas crecen, un 5% de CINa es ya suficiente para
inhibir el crecimiento.
IV.4.3. - pH
Como se observa en la Tabla IV.21 (Véase Anexo IVa, página 163), tanto las cepas
diaffeicas como las alimentarias alcanzaron tasas superiores a ío~ uit/ml a pH 7, aunque los
mejores niveles de crecimiento se obtuvieron a pH 8,5. Este hecho justifica la utilización de
agua de peptona alcalina (pH 8,6) como medio de enriquecimiento, previo al aislamiento.
De acuerdo con nuestra experiencia todas las cepas crecieron a pH 6, alcanzando el
nivel de i09 ufc/ml cuatro diarreicas y cinco alimentarias. Cuando el pH bajó a 4,5, sólo se
detecté desarrollo en dos cepas procedentes de alimentos, con tasas de crecimiento
menores. A pH 3,5, ya no se registró proliferación bacteriana de ningún tipo. En este
sentido, Palumbo y col. (1985b) señalan el crecimiento de cepas a pH 4,5 y Karem y col.
(1994) indican que ciertas cepas de A. hydrophila, en medios ácidos (pH 3.5). sintetizan
proteínas protectoras de la célula bacteriana para adaptarse a estas condiciones.
Finalmente, se podría concluir que el pH óptimo de Aerotnonas spp. móviles se
encuentra alrededor de 8,5 y que, en condiciones experimentales favorables, estos
microorganismos son bacterias relativamente tolerantes a la acidez o con capacidad para
adaptarse a un medio de estas características.
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IV.4.4. - Nitrito sádico
Como se comprueba en la Tabla IV.22 (Véase Anexo IVa, página 164), a partir de
125 ~.tgJmlde nitritos se comenzó a detectar un efecto negativo sobre el crecimiento de
Aeromonas spp. móviles. En presencia de concentraciones tan elevadas como 1000 I.Ig/ifll
se desarrollaron seis cepas de alimentos y cuatro diarreicas, aunque precisaron tiempos de
incubación superiores. Otros autores, como Palumbo y col. (1992), comprueban que la
cepa K144 de A. hydroph¡la es capaz de crecer en presencia de 200 gg/ml de nitritos. En
consecuencia, se puede afirmar que los nitritos, por sí solos, a las concentraciones
permitidas en los alimentos, prácticamente no afectan al desarrollo de Aeromonas spp.
móviles.
La influencia de la temperatura de incubación, cloruro sódico, pH y nitritos sobre el
desarrollo de Aeromonas spp. móviles dependió más del origen (diarreico o alimentario)
que de las especies implicadas. No obstante, se puede matizar que las cepas de A.
hydrophila resultaron ser las más resistentes a la acción de los nitritos.
IV.4.5. - Efecto combinado de los parámetros ensayados
Los efectos individuales de los diversos parámetros no se utilizan en la conservaci6n
de los alimentos, ya que rara vez actúa un solo factor y, en cualquier caso, la actividad
antunicrobiana se modifica al actuar conjuntamentevarios de ellos.
A 4~C y 100C se potenció el efecto inhibidor del pH, cloruro sódico y nitrito sódico.
En la Tabla IV.23 (Véase Anexo IVa, páginas 165 y 166) se observa que un pH 6 a 40<2 es
capaz de impedir por completo el desarrollo de Aeromonas spp.. Palumbo (1988) y
Palumbo y Buchanan (1988) han apuntado que la combinaci6n de bajas temperaturas y pHs
inferiores a 6 controla eficazmente estos microorganismos en los alimentos. En este sentido,
Aytac y Ozbas (1994) han observado una inhibición completa del crecimiento en yogur a
40<2. Cuando el pH se elexa a 7 es preciso que la concentración de cloruro sédico sea del
2,5% y que los nitritos se incrementen hasta 250-500 xg/ml para que la inhibición sea
completa.
De acuerdo con la Tabla IV.24 (Véase Anexo rVa, páginas 167 y 168), a temperaturas
de 100<2 y pH 6 es necesario adicionar 125 ¡xg/ml de nitrito sódico o bien 62 ¡sg/ml de este
antiniicrobiano y elevar a 2.5% la concentración de nitrito sódico para que el crecimiento de
estos microorganismos no tenga lugar. El desarrollo de Aeromonas spp. a bajas
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temperaturas es una de las razones que justifican este trabajo, ya que se ha comprobado su
presencia en carnes refrigeradas (Jay, 1967; bule y Murphy, 1978; Len, 1987), pescado y
marisco (Smith y col., 1984; Gorczyca y col., 1985; Gram y col., 1987). y especialmente
en platos cocinados mantenidos en refrigeración (Toule y Murphy, 1978). El empleo de
temperaturas de conservación de 4oC~lOoC, combinadas con la adición de nitrito sódico
(125 ~igIml),cloruro sódico (2.5%) y un grado de acidez moderado (pH 6) es suficiente
para controlar la proliferación de estos microorganismos en los alimentos. De acuerdo con
estos resultados, Palumbo y col. (1985a), Palumbo y Buchanan (1988), Knóchel (1990),
Beuchat (1991) y Palumbo y col. (1991, 1992) señalan que el desarrollo y supervivencia
de Aeromonas en alimentos a bajas temperaturas está interrelacionado con otros factores
(sal, pH, nitritos, entorno atmosférico y flora competitiva).
A 40C y 100<2 se observaron diferencias significativas (p <0,05) entre cepas diarreicas
y alimentarias. Estos resultados están de acuerdo con los trabajos de Knóchel (1990) y
Hudson (1992) en los que se demuestra la mayor adaptación de cepas alimentarias para
crecer a bajas temperaturas, al igual que su mayor tolerancia a la acidez, cloruro sódico y
nitrito sódico.
En la Tabla IV.25 (Véase Anexo IVa, páginas 169 y 170) se comprueba que la
temperatura óptima de crecimiento, en función del tiempo de generación, fue de 280C como
admiten de forma general diversos autores aunque y, al igual que observa Palumbo y col.
(1991), la fase de latencia. en ocasiones, fue más corta a 370<2. Las diferencias entre las
distintas cepas fueron escasas a esta temperatura, decanuindose, en todo caso, a favor de las
de origen diarreico, que fueron más resistentes a la acidez. La influencia de los nitritos a
280<2 estuvo fuertemente determinada por el pH, ya que las cepas alimentarias fueron más
resistentes a pH 7 y las diarreicas cuando este parámetro descendía a 6. Estos resultados
podrían señalar que los pHs bajos juegan un papel importante en el control de Aeromonas
spp. móviles en alimentos, apoyados por el hecho evidente de que, en todos los casos, el
pH óptimo de crecimiento fue de 8,5.
A 370<2, como se indica en la Tabla IV.26 (Véase Anexo [Va, páginas 171 y 172). las
cepas diarreicas mostraron mayor adaptación, resistiendo mejor las condiciones
desfavorables de pH, cloruro sódico y nitrito sódico. De modo general, se podría concluir
que el origen de las cepas (diarreicas y alimentarias) tiene cierta influencia en la resistencia
frente a los diferentes agentes utilizados en la conservación de los alimentos, de los que la
temperatura es el factor de mayor interés.
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IV.5. Factores de virulencia de Aeromonas spp. móviles
JV.5.1. - Productos exocelulares de cepas diarreicas y alimentarias
IV.5.1.1. - Hemolisinas
El ensayo hemolítico, además de ser por sí mismo indicador de virulencia, ha sido
propuesto por Burke y col. (198 la) como técnica sencilla para investigar, con un 5% de
error, la actividad enterotóxica de las cepas de Aeromonas spp., al considerar al igual que
Majeed y col. (1989a), que en la gran mayoría de las cepas, las actividades hemolítica,
citotóxica y enterotóxica están asociadas. En este sentido, Baloda y col. (1995) han
propuesto el empleo de la reacción en cadena de la polimerasa para agilizar la detección de
cepas hemolíticas deAeronwnas spp. Sin embargo, Okitsu y col. (1985) y Krovacek y col.
(1994) no han encontrado una relación significativa entre hemolisis y enterotoxicidad, y
Todd y col. (1989) y Notermans y col. (1986) tampoco detectaron correlación entre
citotoxicidad y hemolisis. No obstante, Asao y col. (1984), Stelma y col. (1986), Bunning
y col. (1986) y Burke y col. (1987) han purificado una p-hemolisina citotóxica y
enterotóxica, a partir del sobrenadante de un cultivo de A. hydrophila.
IV.5.1.1.1. - Hemólisis desarrollada por las colonias bacterianas sobre agar sangre
De acuerdo con CaNil (1990) se consideró a-hemolisis o hemolisis incompleta,
cuando sobre agar sangre de caballo o cordero aparecía un halo opaco alrededor de las
colonias de aeromonas. Las cepas que originaron un halo transparente, al crecer sobre agar
sangre de caballo o cordero, se consideraron f3-hemolíticas.
Como se observa en la Tabla IV.27 (Véase Anexo IVa, página 173) se detectó un
mayor número de cepas hemolíticas cuando seempleó agar sangre de caballo que cuando se
utilizó agar sangre de cordero. Todas las cepas hemolíticas, sobre agar sangre de cordero,
lo fueron también sobre agar sangre de caballo y un número importante de cepas
a-hemolíticas, sobre agar sangre de cordero, originaron j3-hemolisis sobre agar sangre de
caballo. Howard y Buckley (1986) advirtieron que la a-hemolisis, puede ser consecuencia
de la actividad residual de la 13-hemolisina, lo que explicaría que algunas cepas p-hemolíticas
sobre sangre de caballo se comporten como a-hemolíticas sobre sangre de cordero, sin que
ello implique la producción de las dos hemolisinas (a y 3). Por tanto. se podría deducir que
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la sangre de caballo es más inestable que la sangre de cordero o bien más sensible a las
hemolisinas producidas porAeromonas spp. Dado que el agar sangre de caballo resulté más
eficaz para detectar cepas hemolíticas y actividad beta hemolítica sc consideraron,
fundamentalmente, los resultados obtenidos con este medio.
No se apreciaron diferencias importantes en el número de cepas hemolíticas o en el
tipo de hemolisis observado sobre agar sangre de caballo, al incubar las placas a las
distintas temperaturas y tiempos especificadas en la Tabla lV.27 (Véase Anexo IVa, página
173). sin embargo, podría selialarse que al trabajar con agar sangre de cordero a 370<2, en
las cepas de origen diarreico no se detecté j3-hemolisis y el número de cepas ¡3-hemolíticas
de A. sobria se redujo considerablemente. Contrariamente, Ljungh y col. (1981), aislaron
dos hemolisinas: la a-hemolisina, cuyo pico máximo de producción aparece,
aproximadamente, a las 50 horas de incubación a 200C y no se detecta cuando la
temperatura es superior a 300<2, y la p-hemolisina, cuya producción óptima se consigue a
370<2 en 18-20 horas. Cabe resaltar que el ensayo hemolítico, basado en la observación de
los halos de hemolisis, que aparecen alrededor de las colonias sobre agar sangre, no
permite, lógicamente, detectar la producción de a-hemolisinas en cepas productoras de
ambas hemolisinas.
Los resultados de la Tabla IV.27 (Véase Anexo IVa, página 1>73) no permiten apreciar
diferencias importantes en la actividad hemolítica de las cepas diarreicas, alimentarias o de
colección sobre agar sangre de caballo y cordero, lo que coincide con los resultados
obtenidos por Mateos y col. (1993) al trabajar con cepas de origen acuático y humano sobre
agar sangre de cordero.
Contrariamente a los resultados observados para las demás especies, las cepas deA.
cav¡ae, tanto diarreicas como alimentarias, se comportaron predominantemente como
a-hemolíticas.
IV.5.l.l.2. - Hemolisis desarrollada por el sobrenadante completo libre de células sobre
eritrocitos en suspensión
El título hemolítico asignado a cada sobrenadante fue la inversa de la dilución más alta
que producía el 100% de hemolisis (Mateos y col.. 1993).
Los resultados más satisfactorios se obtuvieron con eritrocitos de conejo (Tablas
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IV.28; IV.29; IV.30 y IV.31. Véase Anexo IVa, páginas 147 a 177). Así, el número de
cepas hemolíticas con eritrocitos de conejo fue siempre superior y todas la cepas que Usaron
los eritrocitos dc cordero, hemolizaron también los de conejo alcanzando, además, títulos
superiores. En este sentido, Ljungh (1987) ha señalado que los eritrocitos de roedores son
los más sensibles, por poseer una glicoforina en la membrana que actúa como receptora
para las hemolisinas de aeromonas. Todd y col. (1989) encontraron diferencias en los
resultados obtenidos con eritrocitos de conejo y de hamster, siendo estos últimos los más
sensibles o fáciles de lisar, e indican, al mismo tiempo, que la actividad hemolítica depende
también del medio donde se obtiene el sobrenadante.
El empleo de ambos tipos de eritrocitos en este ensayo dio lugar a diferencias
estadísticaniente significativas entre los títulos hemolíticos registrados a 370<2 (p < 0.0005),
a 280<2 (pc 0,0005) , a 20~<2 (ji <0,0005), y a 70<2 (ji <0,0005).
Dada la mayor labilidad de los eritrocitos de conejo o su más elevada sensibilidad
frente a las hemolisinas de aeromonas en comparación con los de cordero, la discusión de
los resultados se centraen los datos obtenidos con los primeros.
Los sobrenadantes obtenidos a partir de cultivos incubados a‘70C-336h. (Fabla IV.28.
Véase Anexo IVa, página 174), dieron lugar a títulos hemoliticos sobre eritrocitos de conejo
inferiores a los obtenidos a 200C-SOh., a 280C-24h.y a 370C-18h (Tablas IV.29, JV.30,
IV.31. Véase Anexo IVa, páginas 148 a 177). Las diferencias son estadísticamente
significativas en todos los casos (ji <0,0005) y el número de cepas hemolíticas detectadas
a 70<2 se redujo notablemente. Majeed y col. (1990) indican que, la mayor parte de las cepas
hemolíticas a 37~C, también lo son a 50<2 y señalan que la producción de exotoxinas está en
función de la población bacteriana, por lo que las diferencias, que observaron a distintas
temperaturas, fueron consideradas cuantitativas y dependientes de la tasa bacteriana
alcanzada a esa temperatura. Complementando esta información, Mateos y col. (1993)
apuntan que la producción de factores extracelulares puede depender también del efecto de
la temperatura sobre su síntesis o secreción.
El mayor número de cepas hemolíticas se detectó a 280<2, sin embargo, los títulos
hemolíticos obtenidos a esta temperatura fueron inferiores a los registrados a 200<2 y a 370<2,
(ji < 0,025 y ji < 0,005, respectivamente). Este hecho pone de manifiesto que la
temperatura óptima de crecimiento no coincide con la temperatura óptima de producción de
factores extracelulares. Al analizar el comportamiento de las cepas de origen alimentario, el
mayor número de cepas hemolíticas se registra a 280<2, mientras que el número de las
detectadas a 20 y 370<2 es bastante similar, indicando que existen cepas hemolíticas a 370<2
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que no lo son a 200C y sí a 280<?. Algo parecido ocurre con algunas cepas hemolíticas a
200<2 que no lo son a 370<2 y si a 28~C. Estos hechos hacen pensar que existen temperaturas
óptimas de producción de hemolisinas inferiores o superiores a 280C que darían lugar a
títulos hemolíticos, significativamente más altos, a 20~C y 370<? que a 280<? (p <0,025, en
ambos casos). En el caso de las cepas diarreicas no se apreciaron diferencias en el número
de cepas hemolíticas ni en los títulos registrados a distintas temperaturas. Esta mayor
variabilidad en las temperaturas de producción de exotoxinas de las cepas alimentarias frente
alas diarreicas ha sido también señalada por Kirov (1993).
Al comparar los títulos hemolíticos o el número de cepas hemolfticas detectadas con
eritrocitos de conejo, a las distintas temperaturas, no se apreciaron diferencias importantes
asociadas al origen de las cepas (Tablas IV.28, IV.29, IV.30 y JV.31. Véase Anexo IVa,
páginas 147 a 177). Sin embargo, Knochel (1989a) ha señalado un número de cepas
hemolfticas notablemente menor a 37~C que a 1O~C, en aislamientos procedentes de
ambientes fríos, concluyendo que muchas cepas productoras de toxinas a bajas
temperaturas no tendrían un papel significativo in vivo. Contrariamente, Krovacek y col.
(1994) no encontraron diferencias en el número de cepas hemolíticas diarreicas o
procedentes de sedimentos marinos, detectadas a 37~C, aunque estas últimas mostraron
títulos más bajos. Igualmente, Figura y col. (1986) hallan actividades hemolíticas,
citotóxicas y enterotóxicas bastante similares entre cepas aisladas en pacientes con diarrea y
en controles sanos.
A 70<2 ninguna cepa diarreica o alimentaria de A. caviae fue hemolítica, mientras que
en las otras especies se detecté un número considerable de cepas hemolíticas. A 20, 28 y
370C las cepas de A. caviae mostraron títulos mucho más bajos que el resto de las cepas. A.
hydrophila fue la especie en la que se detecté el mayor número de cepas hemolíticas y los
títulos hemoliticos más altos. De acuerdo con estos resultados, Majeed y col. (1989a,b) y
Correa y col. (1993) apuntan que la producción de hemolisinas está asociada a A.
hydrophula y A. sobria, en mayor medida que aA. caviae. Karunakaran y Devi (1994) han
señalado que la detección de hemolisinas en A. caviae depende de las condiciones
ambientales, principalmente, del hierro. Diversos estudios sobre la actividad hemolítica han
puesto de manifiesto que un 90% de cepas de A. hydrophila son positivas y existe una
estrecha correlación entre hemolisis y citotoxicidad (Callister y Agger, 1987; Okrend y col.
1987). Sin embargo, en un trabajo realizado en Dinamarca, sólo el 37% de las cepas de A.
hydrophila fueron hemolíticas (Knochel y Jeppesen. 1990).
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Por último, conviene señalar que la actividad hemolítica de los sobrenadantes,
obtenidos a 28OC~24 h. desapareció después de someterlos a 560<2 durante 10 minutos, por
lo que las hemolisinas detectadas se pueden considerar termolábiles.
IV.5.l.1.3. - Hemolisis desarrollada por el sobrenadante libre de células, concentrado y
fraccionado por diafiltración, sobre eritrocitos de conejo
Se seleccionaron 6 cepas cuyos sobrenadantes mostraron títulos hemolíticos
superiores a 200 sobre eritrocitos de conejo, cuando la incubación se realizó a 280<? (A.
hydrophila 2 procedente de la Colección Espafiola de Cultivos Tipo,A. sobria 11 de origen
diarreico y A. hydrophila 27, A. hydrophila 55, A. hydrophila 75 y A. hydrophila 96 de
origen alimentario). A continuación, el sobrenadante se concentró 20 veces y se dividió en
cuatro fracciones por diafiltración.
Como se observa en la Figura [‘1.1(Véase Anexo iVa, página 196), la fracción que
contenía los componentes del sobrenadante de peso molecular superior a 50 kDa alcanzó
títulos hemolíticos superiores a 2000 en todos los cepas y, además, era 13-hemolítica sobre
agar sangre de caballo. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Ljungh y col.
(1981) que aíslan una ¡3-hemolisina citotóxica y no enterotóxica de 50 kDa y por Asao y col.
(1984), cuya 13-hemolisina citotóxica y enterotóxica mostró un peso molecular de 60 kDa.
Stelma (1988) atribuye la disparidad de resultados de la enterotoxicidad al método de
purificación, ya que mientras Ljungh sólo recupera el 0,6% de las unidades hemolíticas,
Asao recupera el 65%, por lo que su ¡3-hemolisina sería indudablemente más activa. Burke y
col. (1987) y Stelma y col. (1986) han detectado una ¡3-hemolisina citotóxica y enterotóxica
de 63 kDa, similar a la de Asao. Esto sugiere que la actividades enterotóxica, citotóxica y
hemolítica podrían radicar en la misma molécula. Contrariamente, Cahilí (1990) considera
que hemolisinas, enterotoxinas y citotoxinas son moléculas distintas, dada la existencia de
cepas que presentan estas actividades de forma aislada e independiente y <2hakraborty y col.
(1984) han señalado que las moléculas responsables de estas actividades estarían
codificadas en genes distintos.
Ljungh y col. (1981) describen una a-hemolisinacitotónica y no enterotóxica de 63
kDa. Las técnicas empleadas en esta tesis no han permitido poner de manifiesto la posible
existencia de una a-hemolisina, presente en la fracción con peso molecular superior a 50
kDa, ya que hubiera sido enmascarada por la actividad ¡3-hemolítica.
La fracción de 30-50 kDamostró títulos hemoliticos bajos (4-8) sobre eritrocitos de
conejo y no originó hemolisis sobre agar sangre de caballo, lo que podría deberse a la
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diferente sensibilidad de los eritrocitos de una y otra especie frente a las hemolisinas de
acromonas o bien a la menor difusión del sobrenadante en el agar sangre de caballo. La
actividad detectada en esta fracción podría considerarse de tipo residual, ya que la capacidad
de separación de la técnica empleadaes únicamente del 90%.
En la fracción de peso molecular entre 8-30 kDa se registraron títulos hemoliticos
variables en función de la cepa (entre 64 y 256) y permitió observar a-hemolisis sobre agar
sangre de caballo. Esta fracción podría contener alguna subunidad activa de las hernolisinas
descritas por Ljungh y col. (1981), Mao y col. (1984), Stelma y col. (1986) y Burke y col.
(1987) o algún factor extracelular a-hemolítico de peso molecular inferior al de la
a-hemolisina detectada por Ljungh y col. (1981).
En la fracción que contenía los componentes de pesomolecular inferiores a 8 k¿Da no
se detectó actividad hemolítica sobre eritrocitos de conejo, ni sobre agar sangre de caballo.
Al considerar estos resultados y para llegar a concretar la actividad de las fracciones
sería preciso, previamente, purificar y caracterizar cada una de ellas.
IV.5. 1.1.4. - Evolución de la producción de hemolisinas, activas sobre eritrocitos de
conejo, en función del crecimiento bacteriano
Se seleccionaron ocho cepas cuyos títulos hemoliticos eran superiores a 100 cuando la
incubación se realizó a 280<2 (A. sobria 13 y A. sobria 14 de origen diarreico;A. hydrophila
24, A. sobria 34, A. hydrop/uita 75, A. sobria 92 A. hydrophila 94 y A. hydrophila 96 de
origen alimentario).
La producción de hemolisinas sobre eritrocitosde conejo (sin diferenciar por tanto el
tipo de hemolisis) se empezó a detectar al final de la fase logarítmica o al principio de la
estacionada de crecimiento (Figura IV.2. Véase Anexo IVa, página 197). Ljungh y col.
(1981) señalan que la ¡3-hemolisina se produceen la fase logarítmica y la a-hemolisina en la
estacionana.
En todas las cepas la actividad hemolítica se evidenció cuando la población bacteriana
alcanzó niveles próximos a í09 ufe/mí. En este sentido, Majeed y col. (1990) ya habían
indicado que la tasa bacteriana mínima necesaria para detectar la producción de factores
extracelulares. aunque es específica para cada cepa. siempre es superior a 108 ufc/ml.
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IV.5.l.2. - Enzimas (proteasas y lipasas)
IV.5.l.2.l. - Proteasas
IV.5. 1.2.1.1. - Caseinolisis y elastinolisis desarrollada por el sobrenadante completo libre
de células
La mayoría de las cepas, tanto diarreicas como alimentarias, hidrolizaron la caseína
(Tabla IV.32. Véase Anexo IVa, página 178). El nivel de producción de proteasas de
ambos grupos, expresado en unidades proteolfticas, fue similar. En este sentido, Krovacek
y col. (1992b) observan que la mayoría de las cepas aisladas en alimentos suizos son
caseinolíticas y, en el trabajo de Mateos y col. (1993), no se aprecian diferencias
importantes en la actividades proteolíticas de los sobrenadantes de cepas clínicas y
ambientales, obtenidos a 28~>C.
A. caviae registré el menor porcentaje de cepas caseinolíticas, así como la más baja
producción de proteasas. Igualmente, Leung y Stevenson (1988) observaron que todas las
cepas de A. hydrophila y la mayoría de las cepas de A. sobria produjeron proteasas,
mientras que sólo tres cepas de A. caviae fueron proteolíticas. Krovacek y col. (1992b)
también han detectado actividad proteolítica tanto en A. hydrophila como en A. sobria.
La elastasa ha sido considerada un factor indicador de virulencia en Pseudomonas
(Hsu y col., 1981). Como se observa en la Tabla IV.32 (Véase Anexo IVa, página 178),
sólo una cepa no identificada a nivel de especie y de origen alimentario, hidrolizó la elastina.
Estos resultados no concuerdan con los de Santos y col. (1988). que registran un 42,4% de
las cepas de Aeromonas con capacidad de hidrolizar la elastina, al mismo tiempo que, en el
caso de A. hydrophila, estos autores relacionaron la virulencia para peces no sólo con la
elastinolisis sino también con la estafilolisis. Por otro lado, Mateos y col. (1993)
observaron que la actividad elastinolítica es más frecuente en cepas ambientales que en
clínicas.
IV.5. 1.2.1 .2. - Caseinolisis desarrollada por el sobrenadante libre de células, concentrado y
fraccionado por diafiltración
En todas las cepas, la mayor actividad proteolitica se detectó en la fracción del
sobrenadante que contenía los componentes de peso molecular superior a 50 kDa (Figura
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IV.3. Véase Anexo IVa, página 198). No obstante, las tres cepas (una diarreica y dos
alimentarias) que presentaron más capacidad de caseinolisis en esta fracción, también
registraron una actividad proteolítica importante en la fracción de pesomolecular entre 8 y
30 kDa. En todas las cepas, la fracción inferior a 8 kDa hidrolizó la azocaseina, aunque no
registré una actividad tan alta como las dos fracciones ya citadas. En el tramo comprendido
entre 30 y 50 kDa se puede considerar que la escasa actividad proteolítica registrada (en tan
sólo dos cepas) es de carácter residual, ya que la eficacia de separación de la técnica
empleada es de aproximadamente el 90%. Sin embargo, Leung y Steveson (1988)
describen una metaiproteasa termoestable de 35 kDa y una serinoproteasa termolábil de
áSkDa, afirmando que la secreción de una o de las dos proteasas depende de la cepa de
Aeronwnas. De acuerdo con este autor, Rivero y col. (1990) han conseguido donar una
proteasa termoestable de 38kDa. Por otro lado, Thunc y col. (1982) ponen de manifiesto la
existencia de una proteasa termoestable en el sobrenadante crudo, que relacionan con la
acción letal en peces. En la misma línea, Kanai y Wakabayashi (1984) y Shieh (1987,
1988) consideran que, en general, las proteasas tendrían acción letal sobre peces.
Podría concluirse que la actividad proteolítica se concentra principalmente en las
fracciones de peso superior a 50 kDa y entre 8 y 30 kDa, aunque una cepa alimentaria
mostró una proteolisis importante en la fracción de peso inferior a 8 kDa. Estos resultados
ponen de de manifiesto la existencia de toda una variedad de proteasas exocelulares
secretadas por Aeromonas spp., así como de diferencias manifiestas entre las distintas
cepas. En este sentido, Nieto y Ellis (1986) han descrito 5 tipos de proteasas en Aeromonas
spp., al mismo tiempo que registran diferencias entre las aisladas de distintas cepas.
IV.5.l.2.l.3. - Evolución de la producción de caseinasa en función del crecimiento
bacteriano
Se seleccionaron ocho cepas en las que se había detectado una actividad caseinolítica
de 10 unidades, aproximadamente.
La producción de proteasas sc detectó al final de la fase logarítmica de crecimiento o al
principio de la estacionaria, cuando la población bacteriana alcanzó aproximadamente l0~j
ufc/ml (Figura IV.4. Véase Anexo IVa, página 199).
En las Figuras IV.2 y IV.4 (Véase Anexo IVa. páginas 19? y 199) se comprueba, tal
y como indica Cahilí (1990), que la máxima producción de hemolisinas coincide con el
aumento en la elaboración de proteasas. En relación con este hecho, Howard y Buckley
(1985) apuntan que las proteasas no sólo activarían las hemolísinas que se secretan
120
RESULTADOS Y DISCUSION
inactivas, sino que además sedan capaces de facilitar el acceso de otras enzimas a sus
receptores. Contrariamente a esta acción estimulante, Hardy y col. (1986) señalan que
inhibiendo las proteasas extracelulares se aumentada la estabilidad de las enterotoxinas.
Otro papel atribuido a las proteasas, relacionado con su capacidad patógena para el hombre,
hace referencia a la capacidad de contrarrestar el efecto bactericida del suero, además de
facilitar la nutrición de la célula bacteriana, a partir de los tejidos del hospedador.
IV.5.1.2.2. - Lipasas
IV.5.1.2.2.l. - Lipolisis desaifollada por el sobrenadante completo libre de células
Las 100 cepas ensayadas se comportaron como lipolifticas, y no se pudieron detectar
diferencias significativas en el nivel de producción de lipasas exocelulares (expresado como
¡tg de ¡3-naftol liberados) en función de su origen (Tabla IV.33. Véase Anexo IVa, página
179). Wakabayashi y col. (1981) y Santos y col. (1988) estudian la producción de enzimas
en cepas ambientales, observando que la mayoría son lipolíticas, aunque en la bibliografía
consultada no se ¡tlaciona la producción de lipasas con virulencia.
La cepas de A. hydrophlla, presentaron mayor capacidad para hidrolizar el
p-naftilcaprilato, mientras que las cepas deA. sobria registraron menor actividad lipoliltica.
La fuerte producción de proteasas y lipasas extracelulares en A. hydrophila explica la
importancia de esta especie en la conservación de los alimentos. Algunos autores, como
Suhren (1989) y McKellar (1989), incluyen a las aeromonas dentro del grupo de
microorganismos alterantes de alimentos refrigerados ya que crecen a bajas temperaturas y
producen una gran variedad de enzimas exocelulares.
IV.5.I.2.2.2. - Lipolisis desarrollada por el sobrenadante libre de células, concentrado y
fraccionado por diafiltración
La actividad lipolítica se concentró en la fracción de peso molecular superior a 50
kDa. Como se puede observar en la Figura IV.5 (Véase Anexo ¡Va, página 200) la lipolisis
registrada en el resto de las fracciones puede considerarse un artefacto de la técnica.
Estudios efectuados sobre lipasas en 1’. fragí, indican que pueden existir compuestos
lipolíticos constituidos por subunidades de 25 kDa que, por agregación, darían lugar a
lipasas de 250 kDa (Lawrence y col.. 1967). Anguita y col. (1993), en uno de los escasos
trabajos existentes sobre las lipasas de Acromonas, han purificado una lipasa extracelular de
121
ru-
ev
u-
e
e
e
e>
e-
e-
u
0
a
0
e-
e-
RESULTADOS YDISCUSION
67 kDa de A. hydrop/ziIa.
IV.5.1.2.2.3. - Evolución de la producción de lipasas en función del crecimiento bacteriano
Se seleccionaron ocho cepas cuya actividad lipolítica daba lugar, aproximadamente, a
la liberación de 8 gg de ¡3-naftol.
La actividad lipolítica comenzó a detectarse al final de la fase logarítmica de
crecimiento o principio de la estacionaria, aunque en algunas cepas no se puso de manifiesto
hasta alcanzar la fase estacionaria avanzada (Figura IV.6. Véase Anexo IVa, página 201).
Este hecho explicarla la variedad en el comportamiento de las cepas que, en algunos casos
(Priest, 1983),coincide con la detección temprana obtenida en P. fluorescens, mientras que
en otros (Mckellar, 1989>, la máxima producción de lipasas tiene lugar en la última fase de
crecimiento.
IV.5.1.3. - Citotoxinas
Como ya se afirmó al hablar de hemolisis, Burke y col. (1981a) han señalado que la
actividad hemolítica, citotóxica y enterotóxica están correlacionadas, aunque otros autores,
como Todd ycol. (1989), no admiten esta asociación entre la producción de enterotoxinas y
citotoxinas. El estudio de la citopatogenicidad puede ampliar la información obtenida en los
ensayos hemolíticos, si se considera que Ljungh y col. (1981) y Chakraborty y col. (1984)
han aislado una enterotoxina no hemolítica citotónica (que altera la morfología , pero no
causa la muerte celular). La ¡3-hemolisina obtenida por Mao y col. (1984) es enterotóxica y
citotóxica (determina muerte celular). En cualquier caso, la detección de la enterotoxina
citotónica es mucho menos frecuente que la de la enterotoxina citotóxica (Seidíer y col.,
1980; Johnson y Lior, 1981). Además, Burke y col. (1987) indican que, probablemente, la
enterotoxina citotóxica tiene más importancia como factor de virulencia que la enterotoxina
citotónica y Potomski y col. (1987a) observan que la actividad citotóxica se asocia con
frecuencia a cepas aisladas en heces diarreicas. En este sentido, Buning y col. (1986)
consideran que el efecto citotónico podría ser un efecto citotóxico residual, ya que, al diluir
la enterotoxina citotóxica hasta dosis subletales o calentarla a 560C, el efecto sobre las
células pasa a ser citotónico. Vadively y col. (1995) han detectado, en todas las cepas
aisladas de pacientes con septicemia, actividad citotóxica y hemolítica pero no enterotóxica.
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IV.5. 13.1. - Citotoxicidad desarrollada por el sobrenadante completo libre de células sobre
líneas celulares estables
El título citotóxico se expresa como la inversa de la dilución más alta que provoca el
50% de muerte celular sobre células Vero o el 100% sobre células de mieloma.
La citotoxicidad sobre células de mieloma se llevó a cabo sobre las 100 cepas.
Cuando se emplearon células Vero se ensayaron 28 cepas seleccionadas por su actividad
hemolítica: 2 procedentes de la Colección Espaifola de Cultivos Tipo (A. hydrophila 1 y A.
hydrophila 2); 4 aisladas en heces diarreicas humanas (A. hydrophila 8, A. sobria 11,.
sobria 13 y A. caviae 18) y 22 aisladas en ahimuno&Lagua& (A. sobria 23, Aeromonas no
clasificada 26, A. hydrophila 27, A. sobria 37, Aeromonas no clasificada 40 , A.
hydrophila 43, A. caviae 54, A. hydrophila 55, Aeromonas no clasificada 62, A.
hydrophila 63, A. sobria 68, Aeromonas no clasificada 70, Aeromonas no clasificada 72,
A. hydrophila 75. Aeromonas no clasificada 77, A. hydrophila 78, A. caviae 87, A. sobria
91, Aeromonos no clasificada 95, A. hydrophila 96, A. caviae 97 y A. hydrophila 100)
La actividad citotóxica de Aeromonas spp. se ha estudiado sobre numerosas líneas
celulares: Vero, Int. 407, hígado de chimpancé, CHO, HeLa (Boulanger y col., 1977;
Barer y col., 1986; Kindschuch y col., 1987). Santos y col.(1988) incluso utilizan líneas
celulares poiquilotermas (de peces), comparándolas con los efectos observados sobre
células homeotermas (HeLa, Vero y fibroblastos), sin apreciar diferencias claras en la
toxicidad. Sin embargo, en este trabajo (Tabla IV.34. Véase Anexo iVa, página 180), las
células de mieloma registraron títulos citotóxicos significativamente (p <0.0005) más altos
que las células Vero, a pesar de que, el título obtenido sobre células de mieloma se refería a
la dilución que provocaba el 100% de muerte celular y, sobre las Vero, a la que originaba el
50%. Todas las cepas citotóxicas sobre células Vero también lo fueron sobre células de
mieloma y sólo una cepa citotóxica sobre células de mieloma, aunque con un título muy
bajo (1,67), no lo fue sobre células Vero. Por tanto, las células de mieloma podrían ser más
adecuadas para estimar la actividad citotóxica de Aeromonas spp., principalmente, cuando
ésta es escasa. No obstante, dada la mayor proximidad filogenética de las células Vero a la
especie humana, es posible que la información que proporcionan sobre la virulencia de las
cepas esté más vinculada a la patogenicidad en el hombre.
El distinto comportamiento de ambas líneas celulares podría deberse a la mayor
sensibilidad de las células de mieloma frente a las citotoxinas de Aeromonas. En este
sentido, Bunnig y col. (1986) observan que las células de melanoma son unas 100 veces
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más sensibles que las células CRO mientras que, Todd y col.(1989) Tegistran una actividad
similar sobre células HeLa (carcinoma epitelial de cervix humano), células Yl (tumor de
corteza adrenal en ratón) y células CRO, aunque estas últimas fueron ligeramente más
sensibles. También se podría pensar que las células tumorales. al crecer más rápidamente y
no alcanzar una diferenciación celular completa, serían más inestables ante cualquier
agresión, sin embargo no existieron diferencias importantes en la toxicidad del
etilmetanosulfonato, utilizado como control positivo, sobre células Vero (303 ~.tgIml
provocaron el 50% de muerte celular) y células de mieloma (443 ¡tg/ml provocaron el 100%
de muerte celular).
Por otro lado, las lesiones morfológicas indicadoras de toxicidad, tal y como se
observa en la Figura IV.7 (Véase Anexo [Va,página 202), consisten fundamentalmente en
redondeamiento y desprendimiento, en el caso de las células Vero, pasando de una
monocapa de células ligeramente elongadas adherida a la pared del frasco a células
redondeadas en suspensión. Las células de mieloma lesionadas sufrieron un cambio menos
espectacular, perdieron su turgencia y esfericidad, arrugándose y disminuyendo de tamailo
(Figura IV.8. Véase Anexo IVa, página 203).
Veinte de las 28 cepas ensayadas sobre células Vero (71,5%) y 75 de las 100 sobre
células de mieloma se comportaron como citotóxicas. Sin embargo, Fricker y Tompsett
(1989) observan citotoxicidad sobre células HeLa sólo en el 30% de las cepas.
Como se muestra en la Tabla IV.34 (Véase Anexo IVa, página 180), las cepas
alimentarias registraron los títulos más altos, aunque no se pudieron establecer diferencias
significativas entre éstos y los obtenidos de cepas diarreicas. Krovacek y col. (1994)
señalan que, aunque todas las cepas fueron citotóxicas sobre células CRO, las de origen
humano alcanzaron títulos de citotoxicidad superiores a las aisladas en sedimentos marinos,
mientras que Mateos y col. (1993) no encuentran diferencias entre cepas clínicas y
ambientales cuando utilizan células Vero. Igualmente, Santos y col. (1988) observan que la
citopatogenicidad de cepas clínicas y ambientales es similar sobre varias lineas celulares
homeotermas y poiquilotermas y, contrariamente, Toranzo y col. (1983a), Morgan y col.
(1985) y Cipriano y col. (1981) no encuentran asociación entre citotoxicidad y virulencia
para peces o enteropatogenicidad en el hombre
Ninguna cepa de A. caviae resultó citotóxica sobre células Vero y sólo cuatro lo
fueron sobre células de mieloma, registrando títulos considerablemente más bajos que el
resto de las cepas. Eley y col. (1993), Correa y col. (1993) y Majeed y MacRae (1994)
observan que la citotoxicidad se asocia, en escasas ocasiones, a A. envine y.
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frecuentemente, a A. hydrophila y A. sobria. Burke y col. (1984b) y Fricker y Tompsett
(1989) no detectaron cepas de A. caviae citotóxicas y señalan que A. sobria es la especie
que, con mayor frecuencia, muestra esta actividad. Yamamoto y col. (1994) emplean la
hibridación del ADN paraclasificar las cepas deAeromonas y observan que la citotoxicidad
se asocia, preferentemente, a A. hydrophila, A. veronhi biotipo sobria y A. jandai (cuyo
fenotipo coincide con A sobria), y, con poca frecuencia, a A. sobria biotipo sobria y A.
caviae. Por tanto, el grupo de cepas denominado A. sobria, según la clasificación
bioquímica de Popoff (1984), incluye cuatro grupos de hibridación distintos, destacando
A. sobria biotipo sobria de escasa virulencia yA. veronil biotipo sobria de mayor virulencia
e invasividad (Janda y col., 1984b; Watson y col., 1985; Carello y col., 1988; Gray y col.,
1990; Havelaar y col., 1992). Namdari y Bottone (1990b) no están de acuerdo con los
autorescitados, señalando queA. caviae escapaz de producircitotoxinas y enterotoxinas en
función del tiempo y las condiciones de cultivo. Así, consideran que esta especie necesitaría
16 horas de incubación, mientras que A. hydrophila y A. sobria producirían exotoxinas a
partir de las 8 horas de incubación en caldo triptona soja. Por otro lado puntualizan que,
además, A. caviae necesitaría caldo triptona soja a doble concentración y exento de glucosa,
ya que la presencia de este azúcar puede inhibir la síntesis de estas moléculas, al igual que
es capaz de reprimir la ruta de las ácidos tricarboxfficos, dando lugar al acúmulo de ácido
acético responsable del fenómeno suicida que se asocia pricipalmente a A. caviae. Como
factor adicional, la mayor concentración de sales del medio podría favorecer la estabilidad
de las exotoxinas.
IV.5.l.3.2. - Citotoxicidad desarrollada por el sobrenadante libre de células, concentrado y
fraccionado por diafiltración, sobre células Vero
Los mayores títulos citotóxicos (Figura IV.9. Véase Anexo IVa. página 204) se
registraron en la fracción de peso molecular superior a 50 kDa. Las cepas con más actividad
citotóxica, en esta fracción, fueron las mismas que mostraron más poder hemolítico (Figura
IV.1. Véase Anexo [Va, página 196). Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Ljungh y col. (1981), que detectaron una ¡3-hemolisina citotóxica no enterotóxica de 50-51
kDa y por Asao y col. (1984) que aislaron una molécula de unos 63 kDa con actividad
¡3-hemolítica y citotóxica, que difiere de la exotoxina de Ljungh en que, además, provoca
acúmulo de fluidos al actuar sobre el asa intestinal ligada de conejo.
Igualmente se observó citotoxicidad cuando las células Vero se enfrentaron con las
fracciones del sobrenadante de peso molecular entre 8 y 30 kDa. aunque la correspondiente
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a A. sobria 11, que había obtenido uno de los títulos hemolíticos más elevados. registró el
título citotóxico más bajo. A la vista de los resultados podríamos afirmar que, en esta
fracción, las actividades citotóxicas y hemolíticas no estarían asociadas. A este respecto,
Ljungh y col. (1981) y Chopra y col. (1994) describen una enterotoxina citotónica y no
hemolítica de 15 kDa, y Potomski y col. (1987b) detectan una molécula similar, aunque de
peso molecular superior (27 kDa). Estos autores únicamente registran actividad citotónica
sobre cultivos celulares, pero como ya se ha señalado con anterioridad, la citotonicidad
puede deberse a una escasa concentración o a la parcial desnaturalización de la citotoxina,
como consecuencia del método de purificación empleado. La diafiltración prácticamente no
afecta al estado nativo de las moléculas, aunque al concentrarlas propiciaría la muerte celular
producida por esta fracción.
Las fracciones de peso molecular inferior a 8 kDa y entre 30 y 50 kDa no afectaron a
los cultivos celulares.
IV.5.2. - Propiedades superficiales de cepas diarreicas y alimentarias
IV.5.2.1. - Hemaglutinación
La hemaglutinación es una t&nica sencillaque se utiliza para observar la capacidad de
unión de los microorganismos a células eucariotas (Cahilí, 1990). Singh y Sanyal (1993)
han descrito una asociación relativa entre la capacidad hemaglutinante, la resistencia al suero
y la actividad enterotóxica de cepas de Aeromonas spp.
De acuerdo con Burke y col. (1984a), la aglutinación de los eritrocitos de conejo o
cordero, se consideró fuerte cuando la agregación era inmediata y completa (HGL++) y
débil si era incompleta o no instantánea (HGL+).
En la Tabla IV.35 (Véase Anexo IVa, página 181), se observa que sólo 43 cepas
aglutinaron los eritrocitos de conejo; de ellas, sólo 12 también hemaglutinaron los de
cordero. Estas diferencias fueron significativas (ji <0,001) e indican que los glóbulos rojos
de conejo son más sensibles a las hemaglutininas de Aeromonas spp. En este sentido, Paris
y col. (1982) encuentran diferentes grados de hemaglutinación en función del tipo de
eritrocitos y Vadively y col. (1995) observaron que las cepas de Aeromonas no
hemaglutinaban los eritrocitos de cordero, aunque si los de hamster, conejo y ave. Santos y
col. (1988) observaron mayor número de cepas hemaglutinantes con eritrocitos humanos
que con eritrocitos de trucha, no encontrando asociación entre la hemaglutinación de
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eritrocitos de trucha y la virulencia de la cepas para peces, ni entre la hemaglutinación de
eritrocitos humanos y la enterotoxicidad en ratón. Por otra parte, Atkinson y Trust (1980)
relacionan la aglutinación de eritrocitos humanos con la agregación a células del epitelio
bucal aunque, en este caso, el mecanismo de adhesión es diferente.
De acuerdo con los resultados obtenidos por Burke y col. (1984a), que no señalan
diferencias en la capacidad hemaglutinante entre cepas aisladas en pacientes con
gastroenteritis asociada aAeromonas spp. y cepas acuáticas, en la Tabla IV.35 (Véase
Anexo IVa, página 181) se observa que no existió una asociación significativa entre la
aglutinación de eritrocitos de conejo o cordero y las cepas diarreicas o alimentarias.
Coincidiendo con estos resultados, Singh y Sanyal (1993) no observan que el origen
clínico o ambiental de las cepas se relacione con una mayor o menor capacidad
hemnaglutinante. Contrariamente, Atkinson y Trust (1980) detectan aglutinación fuerte de
eritrocitos humanos y adhesión a células del epitelio bucal de cepas aisladas en heces
diarreicas humanas y de cepas enterotoxigénicas y Caihill (1990) asocia la hemaglutinación
con una proteína de la membrana externa que posibilita la unión de las bacterias a los
receptores antigénicosH de los eritrocitos humanos. Este antígeno H también aparece en la
superficie de las células intestinales, por lo que podría intervenir en la unión aestas células
antes de que tenga lugar la liberación de las enterotoxinas. Burke y col. (1984a) sugieren
que las hemaglutininas y, no sólo las enterotoxinas, deberían ser consideradas factores de
virulencia. Sin embargo, Jiwa (1983) y Santos y col. (1987) observaron que las
hemaglutininas no son especificas de cepas aisladas en heces diarreicas humanas. Stewart y
col. (1986) aislan una hemaglutinina soluble, a partir del sobrenandante libre de células de
A. hydrophila, A. sobria y A. caviae, que no parece relacionarse con la patogenicidad.
IV.5.2.2. - Inhibición de la hemaglutinación por D-manosa, L-fucosa y D-galactosa
La inhibición de la hemaglutinación con distintos azúcares puede aclarar, en parte, la
naturaleza y especificidad de las hemaglutininas de la superficie bacteriana que interaccionan
con los receptores existentes en la superficie de los eritrocitos (Trust y col., 1980). Dada la
sensibilidad, especificidad y probable naturaleza proteica, Cahilí (1990) recuerda que las
moléculas responsables de la hemaglutinación podrían ser lectinas (que reconocerían los
azúcares terminales) y que se corresponderían con aquellas que inhiben las propiedades
aglutinantes de los receptores de la superficie celular. Hanne y Finkelstein (1982) describen
cuatro hemaglutininas en y. cholerae con diferente especificidad frente a eritrocitos de
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distintas especies, una de ellas es inhibida por fucosa, otra por manosa, la tercera no es
inhibida por manosa ni fucosa y la cuarta es una hemaglutinina soluble resistente también a
ambos azúcares.
Se consideró que habla existido inhibición de la hemaglutinación cuando las cepas
hemaglutinantes dejaban de serlo, o bien cuando la hemaglutinación fuerte se transformaba
en débil, en presencia de D-manosa, L-fucosa o D-galactosa.
La capacidad hemaglutinante frente a eritrocitos de cordero fue inhibida por uno, dos o
los tres azúcares. El 23,3% de las cepas hemaglutinantes con eritrocitos de conejo presentaron
hemaglutinación resistente a los tres azúcares y, en ningún caso, se detectó hemaglutinación
sensible a todos ellos (Tabla IV.36. Véase Anexo IVa, página 182).
Los patrones de inhibición con eritrocitos de cordero difieren a los obtenidos con
eritrocitos de conejo, por lo que podría considerarse la intervención de distintos elementos
superficiales en la adhesión a uno u otro tipo de eritrocito, o bien que la unión con los de
cordero es más lábil y fácil de inhibir. Morgan y col. (1985) y Santos y col. (1988) observan
también distintos patrones de inhibición de la hemaglutinación en función del tipo de
eritrocitos.
El patrón de inhibición más frecuente fue M+F-G-, tanto en cepas diarreicas como
alimentarias y, la manosa el azúcar que más veces inhibió la hemaglutinación (Tabla IV.36.
Véase Anexo IVa, página 182). El papel de la manosa como inhibidor de la hemaglutinación
de Aeromonas spp. ha sido señalado por Morgan y col. (1985), al observar que todas las
cepas mostraban hemaglutinación sensible amanosa con eritrocitos de alguna especie animal,
así como por Atkinson y Trust (1980), Burke y col. (1984a) y Santos y col. (1988). Este
último autor, además, añade que la hemaglutinación resistente a la manosa es más frecuente
en cepas diarreicas que acuáticas.
Santos y col. (1988) observaron que el patrón de inhibición más común, frente a
eritrocitos humanos y de trucha, era M+G-F+. Contrariamente, en la Tabla FV.36 (Véase
Anexo IVa, página 182) se puede apreciar que sólo dos cepas de origen alimentario
mostraron este patrón sobre eritrocitos de conejo. Burke y col. (1984a) indican que la
inhibición de la aglutinación de eritrocitos humanospor manosa, fucosa y no por galactosa es
el patrón que menos seasocia a la diarrea,
Por otro lado, Elbashir y Millership (1989) observaron que la hemaglutinación
resistente a los tres azúcares (M-G-F-) predomina en cepas aisladas en heces diarreicas y en
cepas citotéxicas sobre células Vero. Contrariamente, los resultados reflejados en la Tabla
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IV.36 (Véase Anexo IVa. página 182) indican que ninguna cepa diarreica mostré este patrón.
Majeed y MacRae (1994) han señalado que la hemaglutinación fue inhibida, en la mayoría de
los casos, por uno o más azúcares.
Sólo unacepa de A. caviae era hemaglutinante con eritrocitos de conejo, mostrando un
patrón de inhibición resistente a los tres azúcares, mientras que Burke y col. (1984a),
observan el patrón M+G-F+ para esta especie.
IV.5.2.3. - Autoaglutinación
Janda y col. (1987) han asociado la capacidad autoaglutinante deAeromonos spp. con
distintas propiedades superficiales, proponiendo este carácter como marcador de virulencia
al afirmar que el tipo SP-PAB+ se asocia a cepas altamente virulentas aisladas de procesos
invasivos. En este sentido, Dooley y Trust (1988) observan que las cepas PAB+ son más
virulentas para el ratón.
Las cepas autoaglutinantes mostraron precipitación espontAnea (SP) al crecer en caldo
infusión cerebro corazón incubado a 300C-18h. y o precipitación después de mantener estos
cultivos 1 hora a 1000C (PAR).
El porcentaje de precipitación espontánea se calculé comparando la absorbancia a
540nm. de la parte superior del cultivo, desarrollado a 30<’C-18h., con la de ese mismo
cultivo, después de agitarlo. El porcentaje de precipitación de las células bacterianas,
mantenidas a 1000<2-lh, se obtuvo comparando la absorbancia a 540nm., de la parte
superior de una fracción del cultivo sometida este tratamiento térmico, con la de la fracción
mantenida a temperatura ambiente el mismo tiempo.
El carácter autoaglutinante (Tabla IV.37. Véase Anexo IVa, página 183) y los
porcentajes de precipitación de las cepas autoaglutinantes (Tabla IV.38. Véase Anexo IVa,
página 184) no pudieron asociarse con el origen diancico o ajinientario.
En la Tabla IV.37 (Véase Anexo IVa, página 183) se puede apreciar que 5 cepas de
las 15 de origen diarreico y 23 de las 81 alimentarias fueron autoaglutinantes, detectándose
los tres tipos de autoaglutinación (SP-PAiB+, SP+PAB+ y SP+PAB-) en ambos grupos.
Dos cepas diarreicas y 8 alimentarias mostraron el fenotipo SP-PAiB+. Coincidiendo con
estos resultados, Janda y col. (1987) tampoco observaron diferencias entre cepas clínicas y
ambientales, registrando un 30% de cepas autoaglutinantes, de las que más de la mitad
fueron SP-PAB+. En esta línea, Santos y col. (1988) no apreciaron diferencias en la
autoaglutinacidn de cepas virulentas y avirulentas para peces. ni les fue posible relacionar
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autoaglutinación y enterotoxicidad.
Ninguna cepa de A. caviae era autoaglutinante. Como se ha indicado anteriormente,
Janda y col. (1987), asociaron la autoaglutinación a cepas aisladas de procesos invasivos.
por lo que estos resultados serían aceptables al considerar que A. caviae. rara vez, se aísla
de bacteriemias y estas son siempre polimicrobianas (Janda y col., 1984b).
IV.5.2.4. - Aglutinación con acriflavina
Como se observa en la Tabla IV.39 (Véase Anexo IVa, página 185), el 53,3% de las
cepas diarreicas y el 56,8% de las alimentarias no se agregaron en presencia de acriflavina
(Acri-). En este sentido, Santos y col. (1988) detectaron un 50% de cepas Acri-,
relacionando este carácter con la enterotoxicidad aunque no con la virulencia para peces.
Janda y col. (1987) han asociado la incapacidad para agzvgarse en presencia de acriflavina
con la letalidad para el ratón, aunque también encuentran algunas cepas Acri+ letales para el
ratón
IV.5.2.5. - Hidrofobicidad superficial
La adherencia bacteriana, esencialmente, es el resultado de dos mecanismos diferentes
de unión: uno de carácter específico y otro inespecífico. El primero implicaría la interacción
de componentes complementarios de la superficie bacteriana y de la superficie colonizable
con marcada afinidad. La unión no específica conlíeva interacciones electrostáticas o
hidrofóbicas de mucha menor afinidad (Sweet y col., 1987). Referente aAeronwnas,
Bartkova y Cizner (1994) han señalado que en cepas no fimbriadas la hidrofobicidad puede
ser el factor más importante responsable de la adhesión a células epiteliales.
Las interacciones hidrofóbicas juegan un papel importante en la adherencia y
proliferación de los microorganismos a una amplia variedad de superficies sólidas
(Marshall, 1976). La hidrofobicidad natural de la superficie externa bacteriana interviene en
la distribución de los microorganismos en interfases (Marshall, 1976; Blanchard y Syzdek,
1978), en la adherencia bacteriana a superficies plásticas impermeables (Dexter y col.,
1975; Fletcher y Loeb, 1979; Gerson y Scheer, 1980) y en la unión a células fagocitarias
(van Oss, 1978) y otras células de mamíferos (Perers y col., 1977; Smyth y col., 1978;
Beachey y col., 1980; Rosenberg y col., 1981).
Dillon y col. (1986) apuntan que los resultados obtenidos a través de una sóla técnica
no reflejan la hidrofohicidad superficial reaJ. Por este motivo, la hidrofobicidad se estimó en
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base a la unión a filtros de nitrocelulosa (Lachica y Zink, 1984) y a la adsorción a
hidrocarburos líquidos: hexadecano, octano y xileno (Rosemberg y col., 1980; Sweet y
col., 1987). Otras técnicas propuestas para estudiar la hidrofobicidad son la agregación con
sal (Lindahí y col., 1981), la cromatograffa de interacción hidrofóbica (Smyth y col..
1978), la aglutinación de partículas de látex, la unión al cristal violeta (Paula y col., 1988) y
la adherencia a superficies de poliestireno (Rosenberg, 1981).
IV.5.2.5. 1. - Unión a filtros de nitrocelulosa
Las 15 cepas de origen diarreico y las 81 de origen alimentario mostraron una
capacidad de unión próxima al 75%, sin que se detectasen diferencias significativas entre
ambos grupos (Tabla IV.40. Véase Anexo IVa, página 186). De acuerdo con Paula y col.
(1988), la gran mayoría de las cepas de Aeromonas se pueden considerar “fuertemente
hidrofóbicas” cuando esta propiedad se estima en función de la unión a filtros de
nitrocelulosa. Estos autores consideran fuertemente hidrofóbica a A. salmonicida 449, que
presenta un porcentaje de unión del 82% y relacionan esta propiedad con la existencia de la
capa A, al considerar que la mutante 449-3, carente de capa A, muestra una capacidad de
unión de sólo el 20%. Por otro lado, la hidrofobicidad de la cepa449, estimada en función
de su adsorción a hidrocarburos, es moderada con xileno y, prácticamente nula, con octano
y hexadecano.
IV.5.5.2. - Adsorción a hidrocarburos líquidos
La adsorción a hidrocarburos líquidos y la unión a filtros de nitrocelulosa pueden dar
lugar a resultados no concordantes, así Paula y col. (1988) indican que Acinetobacrer
calcoaceticus ATCC 31012 es fuertemente hidrofóbico en función de su adsorción al xileno
(88%), al octano (90%) y al hexadecano (100%) y, moderadamente hidrofóbico, cuando se
determina el porcentaje de unión a filtros de nitrocelulosa (46%).
IV.5.2.5.2.1. - Al hexadecano
Los resultados recogidos en la Tabla IV.40 (Véase Anexo IVa, página 186) muestran
que tanto las cepas diarreicas como las alimentarias registraron un porcentaje de adsorción
próximo al 15 %, por lo que la hidrofobicidad se puede considerar prácticamente nula. Por
lo general. los resultados obtenidos con el hexadecano fueron escasamente reproducibles y.
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en ocasiones, la absorbancia de la suspensión bacteriana tratada con este hidrocarburo era
incluso superior a la del control. En este sentido, Sweet y col. (1987) indican que la
fiabilidad de los ensayos de hidrofobicidad, en función de la adherencia a hidrocarburos
líquidos, mejora con la aireación final de la suspensión bacteriana que elimina los restos del
hidrocarburo, excepto en el caso de que se emplee hexadecano. Por tanto, aunque se
detectaron diferencias significativas en los porcentajes de adsorción que presentaron las
cepas diarreicas y alimentarias, los resultados obtenidos con el hexadecano no se consideran
con el grado de fiabilidad preciso.
IV.5.2.5.2.2. - Al octano
Lamayoría de las cepas mostraron hidrofobicidad media, en función de la capacidad
de adsorción a este hidrocarburo, predominando los valores de adsorción próximos al 60%
(Tabla IV.40. Véase Anexo [Va,página 186). Al comparar los porcentajes de adsorción de
cepas diarreicas y alimentarias se observaron diferencias significativas (p < 0,005),
resultando las cepas aisladas en alimentos más hidrofóbicas. Sin embargo, Janda y col,
(1987) observaron hidrofobicidad tanto en cepas virulentas como en avirulentas para el
ratón. Contrariamente, Lachica y Zink (1984) asocian la hidrofobicidad superficial de
Yersinia enterocolítica a la existencia de un plásmido de 40-48 megadaltons, que
determinaría la colonización del tracto gastrointestinal en el ratón y cambios en las
propiedades ffsico-quimicas de la superficie bacteriana.
IV.5.2.5.2.3. - Al xileno
Coincidiendo con Janda y col. (1987) y Paula y col. (1988), el xileno fue el
hidrocarburo con el que se registraron los porcentajes más altos de adhesión. Las cepas de
Aeromonas mostraron una hidrofobicidad media con una capacidad de adhesión próxima al
62%, registrándose diferencias significativas (p <0,01) entre cepas diarreicas (menos
hidrofóbicas) y cepas alimentarias (más hidrofóbicas) (Tabla IV.40. Véase Anexo IVa,
página 186).
La superficie de las bacterias gram-negativas es normalmente hidrofiica, como
consecuencia de la presencia de lipopolisacáridos o cadenas de polisacáridos (Lugtenberg y
Van Alphen, 1983). El aumento de la hidrofobicidad superficial suele asociarse a
mutaciones que conllevan cambios de los lipopolisacáridos hacia formas rugosas
(Lugtenberg y Van Alphen, 1983), a la producción de adhesinas (Jones, 1977: Smyth y
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col., 1978; Lindahí y col., 1981) que incrementarían la hidrofobicidad al facilitar la
adhesión (Jones, 1977) o a la presencia de una capa extra superficial de naturaleza proteica,
como la capa A de A. salmonicida (Trust y col., 1983). Sin embargo, la capa 5 de
Aeromonas spp. móviles, similar por su naturaleza y estructura a la capa A de A.
salmonicida. no aumenta la hidrofobicidad superficial de las células bacterianas (Dooley y
col., 1988). Tal y como se ha expuesto anteriormente, la hidrofobicidad se relacionaría con
la capacidad de adhesión y. por tanto, con la virulencia. Sin embargo, Merino y col. (1995)
observan que las cepas de A. hydrophila más virulentas para peces, productoras de
septicemias, poseen una cápsula de naturaleza polisacárida y, por tanto hidrofflica, que daría
lugar a una disminución de la bidrofobicidad superficial en estas cepas altamente virulentas.
IV.5.2.6. - Aspectos morfológicos de la superficie bacteriana
IV.5.2.6.1. - Capa 5
Una amplia variedad de bacterias presentan capas superficiales proteicas (capas 5) de
estructura cristalina (Sletyr y Messner, 1983). Estas estructuras, normalmente, están
constituidas por monómeros proteicos o glicoproteicos ensamblados con simetría
hexagonal, tetragonal o lineal (Sletyr y Messner, 1983), que forman la capamás externa de
la célula y regulan, en gran medida, las interacciones entre los microorganismos y el medio
externo. Una de sus funciones es de simple protección física frente a agentes líticos, como
protefnas del suero (Munn y col., 1982) o bacteriófagos (Ishiguro y col., 1981). La capaS,
identificada por Kay y col. (1981) en cepas autoaglutinantes de It. salmonicida,
(originalmente denominada capa A) es uno de los principales factores determinantes de
virulencia para peces, hasta el punto de que las cepas que carecen de capa A se consideran
avirulentas (Evenberg y Lugtenberg, 1982; Evenbcrg y col., 1982; Munn y col., 1982;
Parker y Munn 1984).
Posteriormente, se ha observado la presencia de capa 5 en cepas de A. hydrophila
GH-1 y A. veronil biotipo sobria GH-8 (fenotípicamente se corresponde con A. sobria)
implicadas en distintas infecciones humanas y animales (Dooley y Trust, 1988; Paula y
col., 1988; Kokka y col., 1991b). La capa 5 de Aeromonas spp. móviles únicamente
aumenta la resistencia a la acción bactericida delsuero (Murray y col., 1988) y no es capaz,
como la de A. salmonicida, de facilitar la adhesión a macrófagos (Trust y col., 1983) o
presentar puntos específicos de unión para porfirinas (Kay y col., 1985) e
inmunoglobulinas (Phipps y Kay, 1986). Dooley y col. (1988) han indicado que la capaS,
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constituida por unidades proteicas de 52 kDa, es relativamente hidrofóbica, aunque cuando
está unida a la célula bacteriana no le confiere mayor hidrofobicidad.
Como se aprecia en la Tabla IV.4 1 (Véase Anexo IVa, página 187), la capa 5 (Figura
IV.l0. Véase Anexo IVa, página 205) se detectó en 65 de las 100 cepas ensayadas
observándose, indistintamente, en cepas diarreicas y alimentarias. Este resultado podría
suponer la presencia de cepas potencialmente virulentas en alimentos, si se tiene en cuenta
que Dooley y col. (1986) y Murray y col. (1988) han apuntado que las cepas de A.
hydrophila , altamente virulentas para peces, poseen un antígeno somático común (0:11) y
una capa proteica uniforme en la superficie externa de la célula, cuyas subunidades se
denominan proteína 5. Las unidades proteicas de la capa 5 no son idénticas a las proteínas
de la capa A deA. salmonicida y, parece ser que, también se diferencian antigénicamente
(Janda y col. 1987). Por otro lado, Janda y col. (1987) señalan que no se ha podido
relacionar la existencia de la capa 5 con el comportamiento PAB+de cepasde A. hydrophila
altamente virulentas. Sin embargo, Paula y col. (1988) hacen referencia a un nuevo grupo
de Iteromonas mesófiias patógenas, con capa 5. implicadas en infecciones graves de peces
y seres humanos, con un mismo fenotipo autoaglutinante (PAB±)y un antígeno somático
común (0:11).
Por otro lado, la frecuencia conque se detecta la capa 8 entrelas cepas de Aeromonas
(Tabla IV.41. Véase Anexo [Va, página 187) tanto diarreicas como alimentarias, podría
poner en duda su validez como indicador de virulencia En este sentido, la opinión de los
investigadores que han estudiado este problema no es coincidente, así Cahill (1990) señala
que la capa 5 proteica es el mejor indicador de virulencia, mientras que, Merino y col.
(1993) consideran más fiables las pruebas inmunoenzimáticas para detectar el antígeno
0:11.
1V.5.2.6.2. - Pu
Los pili de Aeromonas spp. móviles pueden clasificarse, en función de su
morfología, en dos tipos: pili cortos y rígidos, abundantes en la superficie celular que se
detectan en cepas ambientales y pili largos y flexibles, en menor número por célula (1 a 60),
que aparecen tanto en cepas elínicás como ambientales (Carrello y col., 1988; Hokama y
col., 1990; Ho y col., 1990; Kirov y col., 1993b). Carrello y col. (1988) apuntan que la
adhesión a células HEp-2 está relacionada con la expresión de los pilí flexibles, aunque no
existe certeza de que esta línea celular estable tenga los mismos receptores de superficie
para bacterias que las células intestinales humanas in vivo. Nishikawa y col. (1991>
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demuestran que la adhesión de las cepas de Aeromona,s a esta línea celular es paralela a la
adhesión a células intestinales de embrión humano y Rogers y col. (1990) y Grey y Kirov
(1993) afinnan que la adhesión de las cepas de Aeromonas se correlaciona con la que tiene
lugar sobre tejido ileal humano formolizado.
Como se muestra en la Figura IV. 11 (Véase Anexo IVa. página 206) se pudieron
observar los dos tipos depili en cepas diarreicas y alimentarias.
En la Tabla IV.41 (Véase Anexo IVa, página 187) se aprecia que se detectaron pili
conos y rígidos en 22 cepas, y largos y flexibles en 5 cepas, sin que se apreciasen
diferencias significativas entre cepas diarreicas y alimentarias. Se han purificado los pilí
largos, a partir de dos cepas de A. hydrophila (Hokania y col., 1990; Ho y col., 1990) y de
tres cepas de A. sobria (Hokama e Iwanaga, 1991, 1992; Iwanaga y Hokama, 1992).
Cuatro de los pili purificados (uno de A. hydrophila y tres de A. sobria) se comportaron
como factores que favorecerían la colonización (Hokama y col., 1990; Hokama e Iwanaga,
1991, 1992; Iwanaga y Hokama, 1992), habiéndose comprobadocapacidad hemaglutinante
en tres de ellos. También, Sato y col. (1989) aIslan un pilus en A. hydrophila, aunque no
logran correlacionarlo con hidrofobicidad ni hemaglutinación. Por otro lado, parece ser que
las cepas enterotoxigénicas de origen fecal (A. veronii biotiposobria) muestran menos ¡>111
que las cepas ambientales de la misma especie (Kimv y col., 1986) y las bajas temperaturas
de crecimiento favorecen la expresión de 1ospili, independientemente del origen de la cepa
(Kirov y col., 1993a,b).
IV.5.3. - Características bioquímicas de cepas diarreicas y alimentadas
Se han propuesto como indicadores de enteropatogenicidad distintas características
fenotípicas, tales como la bemolisis, la descarboxilación de la lisina, la reacción Voges
Proskauer , la fermentación de la arabinosa, de la salicina y del sorbitol (Burke y col.,
1984b; Abeyta y col., 1986; Kirov y col., 1986; Callister y Agger, 1987). Sin embargo,
Figura y col. (1986) y Kindschuch y col. (1987) han cuestionado la validez de algunos de
estos caracteres como marcadores de virulencia. Carnahan y col. (1990) señalan que la
actividad pirazinamidasa puede ser indicador de virulencia en A. sobria. Por otro lado,
Namdari y Bottone (1988) relacionan el comportamiento no suicida, al crecer en presencia
de 0,5% de glucosa, con la enteropatogenicidad de A. sobria y A. hydrophila. Mateos y
col. (1993) consideraron que la utilización de la ramnosa y el DL-lactato dependería del
origen. de modo que, ninguna cepa clínica asimilaría la ramnosa y ninguna ambiental el
DL-lactato.
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IV.5.3.1. - Voges Proskauer
Como se observa en la Tabla IV.42 (Véase Anexo IVa, página 188) el 60% dc las
cepas diarreicas y el 71,60% de las alimentadas son positivas para esta reacción. No se
apreciaron diferencias significativas en la respuesta a esta reacción en función del origen,
mientras que Callister y Agger (1987) afirman que se correlaciona con la citotoxicidad. Sin
embargo, Janda y col. (1983b) encontraron que sólo el 42% de 12 cepas citotóxicas de A.
hydrophila, aisladas en niños con gastroenteritis, son Voges Proskauer positivas aunque,
de acuerdo con la clasificación de Popoff (1984), las cepas Voges Proskauer negativas
serían A.caviae o A. sobria. Abeyta y coL (1986), al igual que Burke y col. (1983b),
observaron una fuerte relación entre el carácter Voges Proskauer positivo y la
enterotoxigenicidad para el ratón.
Al aplicar el esquema de identificación bioquímica empleado en este trabajo para
diferenciar las especies ninguna cepa deA. caviae resultáS Voges Proskauer positiva.
JN.3.3.2. - Descarboxilación de la lisina
Aproximadamente, el 67% de las cepas diarreicas y el 50% de las alimentarias
descarboxilaron la lisina (Tabla IV.42. Véase Anexo IVa, página 188). En consecuencia,
este carácter no pudo asociarse al origen de las cepas. Cailister y Agger (1987) apuntan que
la producción de lisina descarboxilasa es un importante indicador de actividad citotóxica.
Otros autores (Cumberbatch y col., 1979; Kaper y col., 1981; Burke y col., 1983b)
observaron también correlación entre este carácter fenotípico y la producción de toxinas. Sin
embargo, Abeyta y col. (1986) no han detectado asociación alguna entre la descarboxilación
de la lisina y la actividad citotóxica.
IV.5.3.3. - Fennentación de la arabinosa
Un 60-70% de las cepas, tanto dianeicas como alimentarias, fermentaroneste azúcar,
por lo que no se han apreciado diferencias significativas en función del origen (Tabla IV.42.
Véase Anexo IVa, página 188). Contrariamente, Abeyta y col. (1986) y Burke y col.
(1983b) relacionan la actividad enterotéxica con la incapacidad para fermentar la arabinosa y
la reacción VP-positiva. Sin embargo, Matees y col. (1993) no encuentran diferencias en la
fennentacién de la arahinosa entre cepas clínicas y ambientales
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Después de estudiar los factores de virulencia, independientemente, en cepas
diarreicas y alimentarias, se ha investigado si las asociaciones entre estos factores, descritas
por otros autores como indicadoras de virulencia, son capaces de diferenciar ambos grupos
de cepas. En este sentido, Mittal y col. (1980) y Lallier y col. (1981) comprueban que las
cepas PAiB+ y Acri- son altamente virulentas para peces, poseen un antígeno O común y
mayor resistencia a la actividad bactericida del suero. En la Tabla IV.43 (Véase Anexo IVa,
página 189) se observa una mayor incidencia de patrones PAiB+ Acri- entre las cepas
diarreicas (20%) que entre las alimentarias (6%), aunque esta asociación no es significativa
(p c 0,1). Janda y Brenden (1987), Paula y col. (1988) y Kokka y col. (1991a,b)
encuentran un grupo de cepas autoaglutinantes con capa 5 y un antígeno común (0:11)
implicadas en infecciones graves de hombres y animales. La Tabla IV.43 (Véase Anexo
IVa, página 189) muestra que las cepas autoaglutinantes con capa 5 se detectaron tanto en
cepas de origen diarreico como alimentario. Burke y col. (1983b) y Abeyta y col. (1986)
señalan que la reacción Voges Proskauer positiva y la incapacidad para fermentar la
arabinosa se correlacionan con la enterotoxicidad. De acuerdo con la Tabla IV.43 (Véase
Anexo IVa, página 189), este criterio no permitió diferenciar cepas diarreicas de
alimentarias, en las condiciones de nuestra experiencia
IV.5.4. - Asociaciones detectadas entre los factores indicadores de
virulencia
Contrariamente a lo indicado por numerosos autores (Boulanger y col., 1977; Burke
y col., 1984b; Tumbulí y col., 1984; Agger y col., 1985; Callister y Agger, 1987), aunque
coincidiendo con otros (Figura y col., 1986; Krovacek y col., 1992a), no se detecté
relación entre actividad hemolítica y citotóxica.
En la Tabla IV.44 (Véase Anexo IVa, página 190) se aprecia que las cepas
hemaglutinantes muestran títulos hemolíticos significativamente más altos. Considerando
que la hemolisis puede constituir un indicador de enterotoxicidad (Burke y col., 1981a;
Majeed y col.. 1989a), el empleo conjunto de estas dos técnicas podría diferenciar las cepas
más enterotóxicas.
Las cepas con pili muestran mayor actividad lipolítica (Tabla IV.45. Véase Anexo
IVa. página 190). La asociación de estos dos factores podría constituir un indicador de
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RESULTADOS Y DISCUSION
cepas poco virulentas ya que. otros marcadores de virulencia, como la autoaglutinación, la
descarboxilación de la lisina y la fermentación de la arabinosa indican que la cepas
potencialmente más patógenas se asocian con baja actividad lipolítica y ausencia de pilí.
Las cepas que presentan capa 5 mostraron menor adhesión al octano (Tabla IV.46.
Véase Anexo IVa, página 191), pero no se diferenciaron, en la capacidad de unión a los
filtros de nitrocelulosa, de las cepas carentes de capa 5. Por otro lado, las cepas
descarboxiladoras de la lisina presentan menor capacidad de unión a los filtros de
nitrocelulosa (Tabla IV.47. Véase Anexo IVa, página 191), aunque no se apreciaron
diferencias en la adhesión al octano. De acuerdo con nuestros resultados, así como los de
Dooley y col. (1988), la frecuencia de capa 5 en Aeronwnas spp. móviles rio aumenta la
hidrofobicidad. Otros factores indicadores de virulencia como la autoaglutinación,
descarboxilación de la lisina y reacción Voges Proskauer se asociaron en mayor o menor
grado a la hidrofobicidad.
Las cepas no aglutinantes en presencia de acriflavina muestran mayor actividad
proteolítica (sobre la caseína) y capa 5 (Tabla IV.48. Véase Anexo IVa, página 192).
Aunque la bibliografía menciona un grupo de cepas altamente virulentas provistas de capa
S, autoaglutinantes y con un antígeno común (0:11), Janda y col. (1987) no encuentran una
correlación clara entre autoaglutinación y presencia de capa 5. La no aglutinación con
acriflavina podría constituir un indicador útil para diferenciar cepas con una capaextra de
naturaleza proteicaen la superficie celular y, por ello, posiblemente virulentas.
La actividad proteolítica marcada se ha relacionado también con autoaglutinación y
reacción Voges Proskauer positiva. Por tanto, aunque no está muy claro el papel de estas
enzimas en la patogenicidad, las cepas más virulentas parecen producir o secretar más
proteasas.
Para Janda y col. (1987) la autoaglutinación es un marcador de cepas altamente
virulentas, aisladas de procesos invasivos. La relación de la autoaglutinación con una
actividad proteolítica elevada y una lipolítica baja (Tabla IY.49. Véase Anexo IVa, página
193) indica que estas actividades se asocian a cepas potencialmente más virulentas. Las
cepas autoaglutinantes fueron más hidrofóbicas, mientras que otros indicadores de
virulencia (descarboxilación de la Usina y presencia de capa S) se asocian a escasa
hidrofocibidad, sin olvidar que. tal y como se ha expuesto anteriormente, las cepas dc
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origen diarreico mostraron menor capacidad de adhesión al octano que las cepas
alimentarias.
El fracaso para fermentar la arabinosa y, especialmente, la reacción Voges Proskauer
positiva fueron los factores asociados a alta actividad citotóxica (sobre células de mieloma).
Además, las cepas no fermentadoras de la arabinosa se asociaron a una baja actividad
lipolítica, menor presencia de pili, capacidad hemaglutinante y descarboxilación de la lisina
(Tabla IV.50. Véase Anexo IVa, página 194), indicando que la no fermentación de la
arabinosa podría seleccionar las cepas con más posibilidades de ser virulentas.
La reacción Voges Proskauerpositiva es la que se asocia al mayor número de factores
de virulencia (Tabla IV.51. Véase Anexo IVa, página 195). Además, es el indicador más
relacionado con las actividades citotóxica yhemolítica. También se asocia claramente a la
actividad proteolitica, autoaglutinación, hemaglutinación. aglutinación con acriflavina,
descarboxilación de la lisina e hidrofobicidad. Las cepas Voges Proskauer positivas
muestran menor capacidad de unión a los filtros de nitrocelulosa y más adsorción al octano,
indicando que, aunque las cepas de Aeromonas se pueden considerar hidrofóbicas por
ambos métodos, estos no diferencian las que lo son en mayor grado.
La reacción Voges Proskauer positiva, al ser empleada en la identificación de
especies, excluye las cepas deA. caviae. Como ya se ha indicado, esta especie es deficitaria
para un importante número de factores de virulencia y se considera menos vinilenta queA.
hydrophlla y A. sobria (Burke y col., 1984b; Callister y Agger, 1987; Correa y col., 1993).
Se puede deducir, de acuerdo con nuestros resultados, que la reacción Voges
Proskauer informa, en cierta medida, sobre la patogenicidad potencial deAeromonas spp.
móviles, como previamente ya han señalado Burke y col. (1983b), Abeyta y col. (1986) y
Callister y Agger (1987).
Sería necesario detenninar la implicación real de cada uno de estos factores con la
virulencia para escoger el indicador más adecuado. Hay que tener en cuenta que estos
factores de virulencia se han detectado tanto en cepas diarreicas como alimentarias, por lo
que, estas últimas podrían ser, potencialmente, tan peligrosas como las diarreicas.
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Tabla IV.1. - Recuento de la flora natural presente en diversos alimentos sobre los
medios ensayados
Mbncnlos
Agua dorada
ISA
Leche cruda
Carne vacuno
5,64
7,51
5,11 (90,60)
4,17 (55,52)
2,39 (42,37)
3,77 (50,19)
Carne pollo
Carne cerdo
Pescadilla
Trucha
Chirlas
Gambas
5,95
6,13
4,88
4,66
4,95
6,84
4,61 (77,47)
4,20 (68,51)
3,90 (79,91)
3,73 (80,04)
3,53 (71,31)
5,76 (84,21)
4,00 (67,22)
4,39 (71,61)
3,21 (65,77)
3,23 (69,31)
2,77 (55,95)
4,84 (70,76)
4,41 (74,11)
4,20 (68,51)
3,93 (80,53)
3,37 (72,31)
3,43 (69,29)
5,90 (86,25)
4,37 (75,94) 3,57 (61,64)
0,75 (10,76) 0,82 (10,85)
4,30 (74,54)
0,84 (11,29)
N.D. - Crecimiento no detectado
(a). - Expresado en log. ufc/m¡. o
«O. - Porcentaje de recuperación
TSA. - Agar triptona soja
AAA. - Agar almidón ampicilina
mA. - Medio de Ryan (Unipath)
AGAP. - Agarglutamato almidón penicilina
X. - Media aritmética
D.S. - Desviación esténdar
g. de alimento
Aa
(a) (a) (b)
1
mA
(a) (b)
N.D.N.D.
AGAP
(a) (b)
N.D.
5,11
4,11
(90,60)
(54,72)
x
D.S.
5,82
1
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Tabla lvi- Recuentos obtenidos en diversos alimentos inoculados con Aeromírntzs
spp. móviles (cepas 839, 398,837 y 838) sobre los medios ensayados
Alimentos Nl MA mA AA~AP
(a) (a) (b) (a) (b) (a) (b)
Agua dorada 7,62 6,24 (81,88) 7,38 (96,85) 6,26 (82,21)
Leche cruda 7,48 5,94 (79,41) 7,02 (93,85) 6,01 (80,34>
Carne vacuno 7,47 5,80 (77,64) 6,95 (93,03) 5,86 (78,44)
Carne polio 7,2 5,85 (81,25) 6,66 (92,50) 5,70 (79,16)
Carne cerdo 7.02 5,63 (80,19) 6,64 (94,58) 5,68 (80,91)
Pescadilla 6,95 5,56 (80,00) 6,60 (94,96) 5,61 (80,71)
Trucha 6,93 5,58 (80,51) 6,34 (91,48) 5,52 (79,65)
Chirlas 7,03 5,58 (79,37) 6,63 (94,31) 5,60 (79,65)
Gambas 6,82 5,45 (79.91) 6,51 (95,45) 5,47 (80,20)
7,16 5,73 (80,01) 6,74 (94,11) 5,74 (80,14)
D.S. 0,28 0,24 (1,21) 0,31 (1,62) 0.25 (1,09)
Ni. - Nivel de inoculación
(a). - Expresado en Iog. ufc/ml. o g. de alimento
(b). - Porcentaje de recuperación
AAA. - Agar almidón ampicilina
mA. - Medio de Ryan (Unipath)
AGAP. - Agar glutamatoalmidón penicilina
X. - Media aritmética
D S - Desviación estándar
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Tabla IV.3 - Recuentos obtenidos en diversos alimentos inoculados con
A. hydrophila CECT 839 sobre losmedios ensayados
Múnca Nl MA mA AGAE
(a) (a> (b) (a) (b) (a) (b)
Agua dorada 6,93 6,76 (97,54) 6,59 (95,09) 6,66 (96,10)
Leche cruda 7,42 6,91 (93,12) 6,78 (91,37) 6,91 (93,12)
Carne vacuno 7,37 7,07 (95,92) 6,89 (93,48) 7,17 (97,28)
Carne pollo 7,3 6,90 (94,52) 6,70 (91,78) 6,85 (93,83)
Carne cerdo 7,31 7,00 (95,75) 6,72 (91,92) 7,04 (96,30)
Pescadilla 7,21 6,95 (96,39) 6,69 (92,78) 6,92 (95,97)
Trucha 7,19 7,07 (98,33) 6,61 (91,93) 6,79 (94,43)
Chirlas 7,2 6,82 (94,72) 6,64 (92,22) 6,82 (94,72)
Gambas 7,16 6,90 (96,36) 6,75 (94,27) 6,86 (95,81)
X 7,23 6,93 (95,85) 6,70 (92,76) 6,89 (95,28)
D.S. 0,14 0,10 (1,58) 0,09 (1,26) 0,14 (1,33)
N.I. - Nivel de inoculación
(a). - Expresado en ¡og. uit/ml. o g. de alimento
(b). - Porcentaje de recuperación
AAA. - Agar almidón ampicilina
mA. - Medio de Ryan (Unipatb)
AGAP. - Agar glutamato almidón penicilina
X. - Media aritmética
D.S. - Desviación estándar
‘45
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Tabla JN.4 - Recuentos obtenidos en diversos alimentos Inoculados con
A. hydrophlla CEO? 398 sobre los medios ensayados
Ni MA mA A=AE
(a) (a) (1,) (a) (b) (a) (b)
Agua dorada 7,94 7,65 (96,34) 7,67 (96,59> 7,69 (96,85)
Leche cruda 7,45 7,00 (93,95) 6,85 (91,94) 6,95 (93,28)
Carne vacuno 7,52 7,07 (94,01) 6,92 (92,02) 7,07 (94,01)
Carne poiio 7,06 6,66 (94,33> 6,50 (92,06) 6,57 (93,05)
Carne cerdo 6,99 6,80 (97,28) 6,82 (97,56) 6,83 (97,71)
Pescadilla 6,93 6,76 (97,54) 6,72 (96,96> 6,73 (97,11)
Trucha 6,96 6,83 (98,13) 6,34 (91,09) 6,90 (99,13)
Chirlas 7,81 7,32 (93,72) 7,23 (92,57) 7,25 (92,82)
Gambas 6,92 6,69 (96,67) 6,65 (96,09) 6,61 (95,52)
X 7,28 6,97 (95,77) 6,85 (94,09) 6,95 (95,49)
D.S. 0,4 0,32 (1,76) 0,39 (2,61) 0,34 (2,31)
N.I. - Nivel de inoculación
(a). - Expresado en íog. ufdnil. o g. de alimento
(1». - Porcentaje de recuperación
AAA. - Agar almidón ampiciina
mA. - Medio de Ryan (tJnipatb)
AGAP. - Agar glutamato almidón penicilina
X. - Media aritmética
OS. - Desviación estándar
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Tabla IV.5 - Recuentos obtenidos en diversos alimentos inoculados con A. caviae
CECT 838 sobre los medios ensayados
Nl MA mA
(a) (a) (b) (a) (b) (a) (b)
Agua clarada 7,79 7,56 (97,04) 7,68 (98,58) 7,61 (97,68)
Leche cruda 7,43 6,92 (93,13) 7,04 (94,75) 6,91 (93,00)
Carne vacuno 7,48 6,85 (91,57) 6,50 (86,89) 6,89 (92,11)
Carne pollo 6,89 6,69 (97,09) 6,43 (93,32) 6,46 (93,75)
Carne cerdo 7,26 6,88 (94,76) 6,87 (94,62) 6,89 (94,90)
Pescadilla 7,24 6,83 (94,33) 6,93 (95,71) 6,87 (94,88)
Trucha ‘7,18 6,63 (92,33) 6,55 (91,22) 6,57 (91,50)
Chirlas 6,82 6,64 (97,36) 6,61 (96,92) 6,71 (98,38)
Gambas 6,88 6,46 (93,89) 6,60 (95,93) 6,55 (95,20)
X 7,21 6,82 (94,61) 6,80 (94,21) 6,82 (94,60)
D.S. 0,32 0,31 (2,14) 0,39 (3,45) 0,33 (2,32)
Ni. - Nivel de inoculación
(a). - Expresado en log. ufc/ml. o g. de alimento
(b). - Porcentaje de recuperación
MSA. - Agat almidón ampicilina
mA. - Medio de Ryan (Unipath)
AGAP. - Agar glutamaw almidón penicilina
X. - Media aritmética
D.S. - Desviación estándar
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Tabal IV.6 - Recuentos obtenidos en diversos alimentos inoculados con A. sobria
CECT 837 sobre los medios ensayados
AJhn~nUm Ni MA mA AGAf
(a) (a) (b) (a) (b) (a) (b)
Agua dorada 7,85 3,01 (38,34) 7,58 (96,56) 3,10 (39,49)
Leche cruda 7,65 2,93 (38,38) 7,44 (97,25) 3,27 (42,74)
Carne vacuno 7,52 2,23 (29,65) 7,49 (99,60) 2,33 (30,98)
Carne poiío 7,55 3,16 (41,85) 7,04 (93,24) 2,94 (38,94)
Carne cerdo 6,55 1,87 (28,84) 6,17 (94,92) 1,98 (30,46)
Pescadilla 6,44 1,73 (26,94) 6,07 (94,25) 1,95 (30,27)
Trucha 6,39 1,79 (28,01) 5,86 (91,70) 1,84 (28,79)
Chirlas 6,3 1,56 (24,76) 6,04 (95,87) 1,64 (26,03)
Gambas 6,33 1,76 (27,80) 6,07 (95,98) 1,87 (29,54)
X 6,95 2,22 (31,61) 6,64 (95,48) 2,32 (33,02)
D.S. 0,66 0,63 (6,16) 0.72 (2.31) 0,61 (5,79)
N.I. - Nivel de inoculación
(a). - Expresado en log. ufciml. o g. de alimento
(b). - Porcentaje de recuperación
MSA. - Agar almidón ampidiina
mA. - Mediode Ryan (Unipatb)
AGAP. - Agar glutainalo almidón penicilina
X. - Media ariunética
D.S. - Desviación estándar
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Tabla IV.8 - Recuentos de A. sobria CECT 837 sobre los medios selectivos
con diferentes concentraciones de antibióticos
Medios Anlihi4licD
TSA
CQnrentad~n Rw1~
U9g~/mD
8,01
r~mpuadón
100
Ampicilina
Ampicilina
Ampicilina
Ampicilina
Ainpicilina
Anhpicilina
Penicilina
Piniaricina
Penicilina
Pimaricina
0 mg./1.
5 mgJl.
10 mg./1.
Orng./I.
5 mgJi.
lOmg./L
o U.Iil.
o mg./1.
o u.ui.
10 mg./1.
7,99
2,91
2,74
7,72
7,45
2,64
7,93
7,92
99,75
36,32
34,2
96,37
93
32,95
99
98,87
AGAP* Penicilina
Pimaricina
100.000 U.L/1.
10 mgJl.
2,96 36,95
*.. Conceníracciones de antibióticos indicadas en las fórmulas originales de los medios.
TSA.- Agar ulptnna soja
AAA. - Agar almidón ampicilina
mA. - Medio de Ryan (Unipath)
AC,AI’. - Agar glutamato almidón penicilina
AAA
AAA
AAA*
mA
mA*
mA
AGAP
AGAP
150
Tabla IV.9 - Recuperación de A. sobria CECT 837 sobre los medios mA y AGAP
con distintas concentracciones de penicilina G sódica
AadMúÉu Can~mntradñn En f~rccnU&dt
fi- —
TSA 8,38 100
mA Penicilina 0 7,85 93,67
mA Penicilina 25.000U.I./l. 3,9 46,53
mA Penicilina 50.000 U.LI1. 3,2 38,18
mA Penicilina 75.000 UJJ1. 3.21 38,3
mA Penicilina 100.000 U.L/L 3,17 37,82
AGAP Penicilina 0 7,84 93,55
AGAP Penicilina 25.000 U.I.fl. 3,04 36,27
AGAP Penicilina 50.000 U.I./1. 2,9 34,6
AGAP Penicilina 75X)00 U.I.Il. 2,81 33,53
AGAP Penicilina 100.000 UL/l. 2,93 34,96
TSA.- Agar triptona soja
mA. - Medio de Ryan (Unipath)
AGAP. - Agarglutamato almidón penicilina
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Tabla IV.18 - Recuentos de los controles de suero fisiológico,
contaminados con seis cepas diarreicas y seis alimentarias, no sometidos a
la cloración
Cepas de Aeromonas spp. Origen Recuento
(ufc/ml)
A. hydrophila 6
A. hydrophila 9
A. sobria 11
A. sobria 13
A. caviae 16
A. caviae 18
A. hydrophila 55
A. hydrophila 96
A. sobria 34
A. sobria 92
A. caviae 54
A. cavíae 97
Heces diarreicas
Heces diarreicas
Heces diarreicas
Heces diarreicas
Heces diarreicas
Heces diarreicas
Carne de cerdo
Mejillones
Carne de cordero
Gambas
Carne de cerdo
Mejillones
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Tabla 1V.36- Inhibición de la hemaglutinación de las cepas de Atromonas spp, en
presencia de D-manosa, L-fucosa y D-galactosa
Cepas hemaglutinantes
(Eritrocitos de conejo)
M+ F+ G+
M+F+G-
M+ F- G+
M+ F Gm
M-F-G-
Mm F- G+
M-F+G-
M-F+G+
Patrones de
inhibición
Cepas hemaglutinantes
(Eritrocitos de cordero)
M+ F+ G+
M+F+Gm
M+ F- G+
M+F-G-
M-F-G-
M-F-G+
M-F+G-
M-F+G+
Patrones de
inhibición
Diarreico
7
o (0,0%)
0 (0,0%)
1(14,3%)
5 (71,4%)
0(0,0%)
1(14,3%)
0 (0,0%)
0(0,0%)
5
3 (60,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
2 (40,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
Origen
Alimentario
34
0 (0,0%)
2 (5,9%)
4(11,8%)
13 (38,2%)
9 (26,5%)
6 (17,6%)
0 (0,0%)
0(0,0%)
6
0(0,0%)
0(0,0%)
3 (50,0%)
1(16,7%)
0 (0,0%)
2 (33,3%)
0(0,0%)
0 (0,0%)
CECT - Colección Españolade Cultivos Tipo
M: Manosa: F: ¡teosa: G: Galactosa
Se consideró que existía inhibición de la hemaglutinación, cuando ¡as cepas perdieron su capacidad
liemaglutinante o cuando la hemaglutinación fuerte se transfonnó en débil, en presencia de manosa
(M+). fucos:i (F-4¾o galactosa (6+)
182
Total
43
0 (0,0%)
2 (4,7%)
5(11,6%)
19 (44,2)
10 (23,3%)
7(16,3%)
0 (0,0%)
0(0,0%)
CECT
2
0 (0,0%)
0(0,0%)
0 (0,0%)
1 (50,0%)
1 (50,0%)
‘0(0,0%)
0(0,0%)
0 (0,0%)
1
0 (0,0%)
0(0,0%)
0 (0,0%)
1(100,0%)
0 (0,0%)
0(0,0%)
D (0,0%)
0 (0,0%)
12
3 (25,0%)
0(0,0%)
3 (25,0%)
4 (33,3%)
0 (0.0%)
2 (16,7%)
0(0,0%)
0(0,0%)
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Tab¡a IV.40 - Hidrofobícidad superficial de las cepas de Aeromonas spp.
Origen
Diarreicas Alimentarias CECT Total
N de cepas probadas: 15 81 4 100
Unión a filtros de nitrocelulosa:
F II 50 2 63(63%)
Cepas* M 4 31 1 36(36%)
1’ 0 0 1 1(1%)
T 15(100%) 81 (100%) 4(100%) 100(100%>
R 78,68 74,35 64.30 74,59
Porcentaje O. S. 13,77 14,59 24,47 14,96
de unión Max. 94.67 95,67 - 83.59 95,67
Mix>. 51.33 40,28 32,24 32,24
Adsorción a hidrocarburos:
F O 0 0 0(0%)
Cepas* M 1 3 0 4(5,19%)
1’ 6 66 1 73(94,80%)
T 7(46,67%) 69(85,19%) 1(25%) 77(77%)
Hexadecano
X 15,67 15,87 4,06 15,70
Porcentaje D. S. 14,43 11,45 11,64
de adsorción Max. 36.33 56,49 — 56,49Mm. 1,24 1,27 — 1,24
P 1 13 0 14(14%)
Cepat M 13 61 4 84(84%)
P 1 1 0 2(2%)
T 15 (100%) 81(100%) 4 (100%) 100 (100%)
Octano
X 52,02 60,57 56,70 59,14
Porcentaje O. S. 11,07 11,04 - 8,81 11.30
de adsorción Max. 74,57 80,83 66,50 80.83
Mm. 27,96 9,75 45,58 9,75
F 0 17 1 18(18%)
Cepas* M 15 64 3 82(82%)
P 0 0 0 0(0%)
T 15 (100%) 81(100%) 4(100%) 100(100%)
Xileno
X 57,90 63,52 62,73 62,65
Porcentaje O. S’ 5,57 8,55 7,47 8.32
de adsorción Max. 65,90 83,95 70.08 83,95
Mm. 50,20 43,07 53,84 43,07
CECÍ - Colección Española de Cultivos Tipo
* - E: Cepas fuertemente hidrofébicas: Nl: Medianamente hidrofóhicas; P: Poco hidrofóbicas; T: Totales
Xu 118., Max. y Mm.; - Media aritmética. Ucs’iación estándar, Valor máximo y Valor mínimo, respectivamente, de las
cepas totales 1>
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Tabla IVm44 - Asociación de factores de virulencia: hemaglutinadón y hemolisis
Cepas
Carácter
Actividad hemolítica
No
(Titulo hemolítico)*
Hemaglutinantes
No hemaglutinantes
p
41
55
174,93 (±154,86)
104,60 (±164,37)
<0,025
* - Media aritmética(±Desviación estándar)
Título hemolítico - Inversa de ladilución inés alta en laque se obseiva 100% de hemólisis
Tabla IV.45 - Asociación de factores de virulencia: presencia de pu ylIpollsis
* - Media aritmética (±Desviación estándar)
190
Cepas Actividad lipolítica
Carácter __________________________
Q.tg. de B~naftol)*
con pu1 25 15,3 14 (±12,459)
sin puf 71 11,561 (±7,417)
p <0,05
Tabla 1Vm46 - Asociación de factores de virulencia: Capa S e hidrofobicidad
64
HidrofobicidadCepas
NOCarácter
(% de adsorción al octano)*
con capa S 57,746 (±12,029)
32sin capa S
p
* - Media artimética (±Desviación estándar)
62,22 (±9,058)
<0,05
Tabla IV~47 - Asociación de factores de virulencia: descarboxiladón de la usina
e hidrofobicidad
Hidrofobicidad
NO
(% de unión a FNC)*
Descarboxiladoras 50 71,535 (±15,17)
No descarboxiladoras
p
46
FNC - Fitros de nitrocelulosa
* - Media artlinética(±Desviación estándar)
Cepas
Carácter
78,795 (±12,81)
<0,001
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Peso Molecular (kDa)
Figura IV. 1 - Aclividau hemolítica detectada en las fr icciones del sobrenadante.
obtenidas por diafútración, de seis cepas de Acromúnas spp. móviles
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Figura IV.2 Evolución de la producción de hemolisinas con respecto a la población
bacteriana de ocho cepas deAeronwnas spp. móviles. (a) Título hemolítico. (e) Log ufc/mI
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Figura IV.3 - Actividad proteolítica detectada en las fracciones del
sobrenadante. obtenidas por diafiltración, de seis cepas de Aeromonas spp.
móviles
Unidad proteolitica - Actividad enzirnática que produce un incremento en la
absorbancia a 440 orn de 0,1. por ml de sobrenadante
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Figura IV.5 - Actividad lipolltica (expresada como ~agde 13-naftol liberados)
detectada en las fracciones del sobrenadante, obtenidas por diafiltración, dc seis
cepas de Aeronzonas spp. móviles
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Figura IV.7 - Efecto citotóxico de distintas diluciones de los sobrenadantes de Aeromonas spp. sobre la
monocapa dc células Vero. (a y b): Diferentes grados de citotoxicidad, en función de la dilución empleada.
(e): Monocapa no lesionada (control>
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Figura IV.8 - Efecto citotóxico de los sobrenadantes de Aeromonas
spp. sobre células de mieloma. (a): Células lesionadas. (10: Células no
lesionadas (control)
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Figura IV.9 - Actividad citotéxica sobrecélulas Verodetectada en las fracciones del sobrenadante,
obtenidas por diafiltración, de seis cepas de Aeromonas spp’ móviles
Título citotóxico - Inversa de la dilución más alta en la que se observa 50% de muerte celular
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Figura IV.1O - Microscopíaelectrónicade Aerontonas 70, provista decapaS (a) y de Aeronionasó4
desprovista de capa S (b)
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Figura IV.11 - Microscopiaelectn5nica de Aeromonas 32 con numerosos pilí cortos y rígidos (a) y
de A. hydrophita 25 con pili largos y flexibles (b)
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CONCLUSIONES
1. - El medio selectivo más adecuado para el aislamiento de Aeromonas spp. móviles, a
partir de alimentos y aguas, es el medio de Ryan. La proporción de ampicilina y los
componentes presentes en el medio de Ryan permiten el crecimiento de A. sobria CECT
837, a pesar de ser la cepa con mayor sensibilidad frente a este antibiótico.
2. - Aeromonas spp. móviles están ampliamente distribuidas en alimentos españoles (carnes
de aves y mamíferos, pescados y mariscos, leche cruda, etc.). Su incidencia es muy elevada
en aguas no potables de ríos y arroyos.
3. - Aunque Aeromonas spp. móviles son, en general, psicrótrofas, las cepas de origen
alimentario crecen mejor a temperaturas de refrigeración que las diarreicas. Tanto unas
como otras son incapaces de proliferar a 40C, si el pH es inferior a 6. El nitrito sádico y el
cloruro sódico afectan, notablemente, al crecimiento de estos microorganismos que,
además, son sensibles al cloro.
4. - El mayor número de cepas hemolíticas se detecta cuando la incubación se realiza a
280C, aunque la producciónmáxima de hemolisinas se puede conseguir tanto a temperaturas
inferiores como superiores. Los eritrocitos de conejo son más sensibles a las hemolisinas y
hemaglutininas de Aeromonas spp. que los de cordero.
Sm - La producción de hemolisinas, proteasas y lipasas se detecta al final de la fase
logarítmica de crecimiento y principio de la estacionaria de Aeromonas spp..
6. - Las actividades hemolítica, lipolítica, proteolítica y citotóxica se asocian,
principalmente, con los componentes del sobrenadante de PM superior a 50 kDa y, en
ningún caso, han permitido establecer diferencias significativas entre cepas alimentarias y
diarreicas.
7. - Las células de mieloma son más susceptibles a las citotoxinas producidas por
Aeromonos spp. que las células Vero.
8. - Se han detectado cepas hemaglutinantes, autoaglutinantes, no aglutinantes en presencia
de acriflavina, hidrofóbicas, con capa S y con pUf, tanto en Aeromonas spp. de origen
alimentario como diarreico, aunque la hidrofohicidad es significativamente superior en las
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cepas de alimentos.
9. - Se han seleccionado tres pruebas (Voges Proskauer positiva, no fermentación de la
arabinosa y no aglutinación en presencia de acriflavina) que, consideradas conjuntamente,
permiten su asociación con la totalidad de los factores de virulencia estudiados. De ellas, la
reacción de Voges Proskauer puede constituir una prueba sencilla y de utilidad para
seleccionar cepas potencialmente pat6genas, ya que se relaciona, significativamente, con la
hemolisis, proteolisis, citotoxicidad, hemaglutinación, autoaglutinación y no aglutinación en
presencia de acriflavina.
10. - La amplia distribución de Aeromonas spp. en alimentos y en los medios acuáticos y
terrestres, el escaso número de brotes declarados en los países desarrollados, así como las
dificultades para confirmar esta etiología en los mismos, nos inclinan a pensar que este
grupo de microorganismos debe ser considerado, al menos, como patógeno potencial para
el hombre.
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